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1 Einleitung    1 
1 Einleitung 
Die Leber, das größte Organ des erwachsenen Menschen, nimmt eine herausragende 
Stellung im Körper ein. Sie spielt eine zentrale Rolle in Kohlenhydrat-, Protein-, Lipid-, 
Lipoprotein-, Stickstoff- und Aminosäuren-Stoffwechsel (Gressner, 1995). Chronische 
Schädigungen der Leber führen zur Leberfibrose, einer Bindegewebsbildung, die in 
finaler Konsequenz zur Leberzirrhose mit knotiger Formation und veränderter 
Funktion der Leber führt (Friedman, 2003). Jährlich sterben weltweit knapp 800.000 
Menschen an Leberzirrhose (WHO, 2004), da derzeit die einzige kurative Behand-
lungsmöglichkeit einer Leberzirrhose im Endstadium eine Lebertransplantation 
darstellt (Benyon und Iredale, 2000). Eine antifibrotische Therapie zu finden gilt daher 
als Herausforderung der modernen Hepatologie (Bataller und Brenner, 2001).  
1.1 Leberfibrose 
Die Leberfibrose ist eine Variante der Wundheilung, die infolge chronischer 
Leberschädigungen wie chronischer Hepatitis, Alkoholmissbrauch, Fettleberhepatitis 
(nicht alkoholische Steato-Hepatitis, NASH), Drogenmissbrauch, metabolischer 
Erkrankungen infolge von Eisen- oder Kupfervergiftungen, Autoimmunerkrankungen 
oder verschiedener angeborener Erkrankungen auftritt. Sie stellt eine Leberzell-
schädigung dar, die mit Entzündungen und ständiger Gewebeumwandlung einhergeht 
(Friedman, 2000; Bataller und Brenner, 2001; 2005). Die Leber besteht aus einer 
epithelialen Komponente (Hepatozyten, PC), einer endothelialen Auskleidung der 
Sinusoide (LSEC), am oder im Endothel gelegenen Makrophagen (Kupffer-Zellen, 
KC), in das Endothel eingelagerten Lymphozyten (Pit-Zellen) sowie den im sub-
endothelialen Disse´schen Raum gelegenen Hepatischen Sternzellen (HSC) 
(Gressner, 1995). Der Disse´sche Raum beinhaltet in der gesunden Leber die 
extrazelluläre Matrix (ECM), eine membranartige Basismatrix, die essentiell ist zur 
Aufrechterhaltung der verschiedenen Funktionen der einzelnen Leberzelltypen. Wird 
die Leber fibrotisch, verändern sich Quantität und Qualität der ECM. Die 
Gesamtmenge der ECM erhöht sich um ein drei- bis fünffaches und sie verändert sich 
von einer membranartigen Basismatrix zu einem interstitiellen Matrixtyp mit fibrillen-
formendem Kollagen (Friedman, 2000). Hauptproduzenten der ECM sind HSC, die, 
wie in Abbildung 1 dargestellt, durch chronische Leberschädigungen aktiviert werden 
und zu Myofibroblasten-ähnlichen Zellen (MFB) transdifferenzieren (Bataller und 
Brenner, 2005).  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entstehung und möglichen Auflösung einer 
Leberfibrose (verändert nach Bataller und Brenner, 2005) 
 
In der gesunden Leber machen HSC (auch Vitamin A-, Fettspeicher- oder Ito-Zellen 
genannt) etwa 15% aller Leberzellen aus und speichern in ihren großen, triglycerid-
reichen Vakuolen Retinoide (Friedman, 2000; Gressner, 2003). Unter ihrer Aktivierung 
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versteht man die Veränderung der ruhenden Zellen in proliferative, fibrogene und 
kontraktile MFB (Gressner, 1996). Während dieser Transdifferenzierung werden die 
HSC phänotypisch transformiert: sie bauen ein ausgeprägtes glattes Muskel-α-Aktin-
Zytoskelett und ein prominentes raues endoplasmatisches Retikulum auf, ihre 
Zellkontraktilität und Migration nimmt zu, während der Retinoidgehalt abnimmt 
(Bataller und Brenner, 2001; Gressner, 2003). Die wohl wichtigste biologische Folge 
der Aktivierung ist jedoch die drastisch erhöhte Kollagenexpression und –sekretion, 
die durch Bildung einer fibrotischen Narbe zur massiven Veränderung der Leber-
architektur führt. Darüber hinaus wandern aktivierte HSC durch die von Monozyten 
ausgeschütteten Cytokine an den Ort der Leberschädigung und treiben dort durch die 
Sekretion inflammatorischer Cytokine und Chemokine die Entzündung voran. Die 
hauptsächlichen klinischen Konsequenzen der vorangeschrittenen Leberfibrose sind 
die zunächst beeinträchtigte Funktion der Leberzellen und die verminderte Durch-
blutung der Leber, endend in Leberinsuffizienz und portaler Hypertension. Es ist daher 
nicht überraschend, dass aktivierte HSC als das zelluläre Hauptziel angesehen 
werden, um einem Voranschreiten der Leberfibrose vorzubeugen. Daher sind 
heutzutage die meisten antifibrotischen Therapieversuche darauf ausgerichtet die 
Aktivierung, die Proliferation oder die Syntheseprodukte der HSC zu inhibieren 
(Bataller und Brenner, 2001).  
1.2 Der CSRP2-Promoter 
Die frühe Aktivierung der HSC durch u. a. den platelet-derived growth factor (PDGF) 
(siehe Abbildung 1) wird begleitet von einer verstärkten CSRP2-Expression 
(Weiskirchen et al., 2001). Das vom Gen CSRP2 codierte Cystein- und Glycinreiche 
Protein CRP2 gehört zur CRP/MLP/TLP-Proteinfamilie der LIM-Domänenproteine, die 
an verschiedenen Prozessen der zellulären Differenzierung und Entwicklungskontrolle 
beteiligt sind (Guenther et al., 2003). LIM-Domänen kommen in einfacher oder 
mehrfacher Form in verschiedenen Proteinen mit regulativen Funktionen vor und sind 
definiert durch zwei cysteinreiche Zinkfinger-Strukturen, die durch einen 2 Amino-
säuren-Spacer getrennt werden (Konrat et al., 1998). LIM-Domänen-Proteine 
fungieren scheinbar als Adaptermoleküle, die zwei oder mehr Proteinbestandteile zu 
einem makromolekularen Komplex arrangieren, wie z. B. im Aktinzytoskelett (Chang 
et al., 2003b). Bisher sind vier Klassen von LIM-Domänen Proteinen bekannt. Die 
Familie der cystein- und glycinreichen Proteine (CRP) gehört zu den Klasse 
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2-Proteinen, den so genannten LIM-only Proteinen, die eine oder mehrere LIM-
Domänen enthalten, aber keine Homeodomäne (Jain et al., 1998). In Vertebraten 
wurden bisher aus der Familie der CRP die vier Mitglieder CRP1, CRP2/smLIM 
(smooth muscle LIM), CRP3/MLP (muscle LIM protein) und TLP (Thymus LIM Protein) 
charakterisiert (Kirchner et al., 2001; Chang et al., 2003a). Diese beinhalten je zwei 
strukturell und vermutlich auch funktionell voneinander unabhängige Zink-bindende 
LIM-Domänen (LIM1 aminoterminal und LIM2 carboxyterminal), jeweils gefolgt von 
einer glycinreichen 12-Aminosäuresequenz (Konrat et al., 1998; Weiskirchen und 
Gressner, 2000). Die Mitglieder der evolutionär konservierten CRP-Familie bestehen 
aus 192-194 Aminosäuren, darunter die 52-Aminosäuren-Consensussequenz 
CX2CX17HX2CX2CX2CX17CX2C der LIM-Domänen, so dass die Ähnlichkeit ihrer 
Aminosäurensequenz untereinander 63-79% beträgt (Louis et al., 1997; Konrat et al., 
1998). Eine charakteristische Eigenschaft der vier CRP ist die Assoziation mit den 
adhesion plaques und mit filamentösem Aktin. Die Proteine binden nicht direkt an 
Aktin, sondern an das Aktin-Vernetzungsprotein α−Aktinin und dem adhesion plaque 
Protein Zyxin und könnten so die Stabilität und Struktur der Anhaftungskomplexe 
regulieren (Chang et al., 2003a). CSRP2 wurde ursprünglich entdeckt durch ein 
Screening der Gene, deren Expression während der Transformation von Fibroblasten 
verändert wird. Dabei zeigte sich, dass die Suppression von CRP2 direkt mit dem 
Stadium der Transformation der Zellen korrelierte. CRP2 wird hauptsächlich in den 
glatten Muskelzellen der Arterien (VSMC) exprimiert, durch PDGF oder eine 
Verletzung der Gefäßwand jedoch drastisch herunterreguliert (Guenther et al., 2003). 
Währenddessen ändert sich der Phänotyp der VSMC von dem einer differenzierten, 
ruhenden Zellen zu dem einer dedifferenzierten, proliferierenden Zelle. Ebenso wird 
die Aktivierung der HSC durch Cytokine anfänglich von einer verstärkten CSRP2-
Expression begleitet, gefolgt von einer starken Suppression während der späteren 
Stadien (Jain et al., 1996; Jain et al., 1998; Guenther et al., 2003). Es konnte eine 
selektive Assoziierung der c-terminalen LIM-Domäne von CRP2 mit dem 
Proteininhibitor von aktiviertem STAT1 (PIAS1) nachgewiesen werden. CRP2 könnte 
daher ein potentieller neuer Faktor im JAK/STAT-Pathway sein, so dass die 
Suppression von CRP2 deshalb möglicherweise eine Voraussetzung für die Transition 
von HSC zu MFB ist. Das humane CSRP2 Gen ist auf Chromosom 12q21 lokalisiert 
und codiert für das 193 Aminosäuren große hCRP2, mit 99,5% Homologie zu 
murinem CRP2. Wie in Abbildung 2 dargestellt, ist das Gen circa 22 kb lang und 
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enthält 6 Exone, dabei ist die codierende Region begrenzt auf die Exone 2-6 
(Weiskirchen et al., 1997). In der Leber wird das Gen CSRP2 ausschließlich in 
aktivierten HSC exprimiert, wohingegen keine Transkripte in PC, KC oder LSEC 
nachgewiesen werden können. (Weiskirchen et al., 2001). Daher könnte eine in der 
Leber auf aktivierte HSC begrenzte Genexpression erreicht werden, durch Klonierung 
eines Gens von Interesse unter die transkriptionelle Kontrolle des CSRP2-Promoters, 
bzw. eines Promoterfragmentes.  
 
Abbildung 2: Struktur des humanen CSRP2-Gens (verändert nach 
Weiskirchen, et al., 1997) 
Schematische Darstellung der CSRP2-Genstruktur, basierend auf Restriktionsschnittstellen- und 
Sequenzanalysen der DNA der angegebenen ICRFP Klone. Sequenzierte Bereiche sind als 
durchgehende Linien dargestellt, Exons als Boxen, codierende Exons als ausgefüllte Boxen, 
Restriktionsenzymschnittstellen sind durch Pfeile markiert (E=EcoRI, N=NheI, S=StuI, X=XhoII) 
1.3 Der Mannose 6-Phosphat-Rezeptor 
In der frühen hepatischen Fibrogenese spielt der Mannose 6-Phosphat/Insulinlike 
growth factor II-Rezeptor (M6P/IGFII-R) eine wichtige Rolle, da er an der Aktivierung 
des latenten transforming growth factor β (TGF-β) beteiligt ist. Der früh in der 
Leberschädigung freigesetzte PDGF aktiviert mehrere Signalwege in den HSC. In den 
Anfangsstadien der Leberschädigungen exprimieren HSC den PDGF-Rezeptor und 
sprechen mit veränderter Genexpression, Proliferation, Chemotaxis und Migration zur 
Verletzungsstelle spezifisch auf PDGF-BB an. TGF-β stimuliert HSC unter patho-
logischen Bedingungen und induziert die Kollagen α1-Expression, ein entscheidender 
Bestandteil der Fibrose. Die Aktivierung von TGF-β wird wesentlich verstärkt durch die 
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Bindung des latenten TGF-β an den M6P/IGFII-R. Das latency peptid, das mit dem 
TGF-β-Dimer assoziiert, trägt zwei N-gebundene M6P-Reste, die das latente TGF-β 
an die membranständigen M6P/IGFII-Rezeptoren binden. Diese Membranbindung 
ermöglicht die weiteren Schritte der TGF-β-Aktivierung. Die Expression des 
M6P/IGFII-R wird während der frühen Phase der HSC-Aktivierung heraufreguliert. 
Diese Co-Regulation kommt nicht nur in der frühen Phase der HSC-Aktivierung vor, 
sondern auch in anderen Zelltypen, bei denen TGF-β pathologisch wirkt. PDGF-BB 
spielt während der HSC Aktivierung eine prominente Rolle in der Hochregulation der 
M6P/IGFII-R Genexpression. Die Verbindung von PDGF mit der vermehrten 
M6P/IGFII-R-Expression könnte einen molekularen loop komplettieren, in dem die 
fibrogenen Ereignisse während der Leberschädigung selbsterhaltend wirken. Der von 
den KC sezernierte PDGF-BB reguliert in HSC die Gesamt-mRNA-Menge des 
M6P/IGFII-R herauf. Die M6P/IGFII-Rezeptoren auf der Zelloberfläche der HSC 
unterstützen die Aktivierung von TGF-β, welches dann die Kollagenexpression hoch-
reguliert, wodurch es zu einer Matrixüberexpression kommt. TGF-β reguliert ebenfalls 
den PDGF-β-Rezeptor herauf, resultierend in einer verstärkten PDGF-BB-Rezeptor-
Bindung der HSC, so dass der fibrotische Kreislauf weiter vorangetrieben wird. Dieser 
autokrine Signalweg spielt vermutlich eine Schlüsselrolle in der hepatischen Fibrose 
(Weiner et al., 2000). Durch Ihre zentrale Rolle in der Leberfibrose sind HSC ein 
Hauptziel für antifibrotische Medikamente. In vivo akkumulieren die meisten 
Medikamente mit antifibrotischer Wirkung jedoch nicht in HSC und sind daher nicht 
effektiv oder wirken toxisch auf andere Zellen. Daher werden carrier gesucht, die in 
fibrotischen Lebern spezifisch Medikamente in HSC einbringen (Beljaars et al., 2001). 
Auf aktivierten HSC exprimierte Bindungsstellen werden daher als potentielle Ziele für 
solche carrier angesehen. Da der M6P/IGFII-R auf HSC insbesondere während der 
Fibrose verstärkt exprimiert wird, könnte er als Zielrezeptor für einen potentiellen 
carrier dienen (Beljaars et al., 1999). Der M6P/IGFII-R ist ein multifunktionelles 
Mitglied der p-Lectin Familie. Das Gen für das circa 255 kD Typ-1-integrale 
Membranglycoprotein und seine circa 245 kD große lösliche Form (Villevalois-Cam et 
al., 2003; Kreiling et al., 2005), konnte beim Menschen auf Chromosom 6q26-27 
lokalisiert werden. Aus der Klonierung der cDNA des Rezeptors von verschiedenen 
Quellen konnte folgende Aminosäuresequenz abgeleitet werden, die vier strukturelle 
Domänen beinhaltet: eine 40-44 AS amino-terminale Signalsequenz, eine 2264-2269 
AS extracytoplasmatische Domäne, eine einzelne 23 AS Transmembranregion sowie 
1 Einleitung    7 
ein carboxyterminaler Schwanz von 163-164 AS. Die extracytoplasmatische Domäne 
besteht aus 15 sich wiederholenden Segmenten von je circa 147 AS, mit einer 
Sequenzähnlichkeit von 16-38%. Die 13. Wiederholung enthält eine Insertion von 
43 AS der Fibronektin-Kollagenbindungsdomäne. Der M6P/IGFII-R von Säugetieren 
bindet zwei Mol M6P oder ein Mol eines diphosphorylierten Oligopeptides pro Mol 
Rezeptor mit einer Affinität von circa 2x10-9 M bei einem pH-Optimum von 6.0-7.4 
(Braulke, 1999). Zur Bindung von M6P tragenden Liganden benötigt der M6P/IGFII-R 
keine zweiwertigen Kationen und wird daher auch Kationen-unabhängiger M6PR 
genannt (Kornfeld, 1992). Bisher sind vier Klassen von Liganden bekannt, die an 
distinkte Stellen der extracytoplasmatischen Rezeptordomäne binden: M6P ent-
haltende lysosomale Enzyme, nicht-glykosiliertes IGFII, Retinolsäure und Urokinase-
Typ-Plasminogenaktivator-Rezeptor (Braulke, 1999). Die Bindung des Plasminogen-
aktivator-Rezeptors ist vermutlich Bestandteil der Aktivierung des latenten TGF-β und 
die Bindung von IGFII an der Zelloberfläche führt zu Internalisierung und Degradation 
dieses mitogenen Wachstumsfaktors im lysosomalen Kompartiment (Byrd und 
MacDonald, 2000). M6P tragende Proteine werden nach der rezeptorvermittelten 
Endocytose durch die sorting Endosomen zu den späten Endosomen geführt. M6P 
enthaltende Liganden werden bei einem pH Wert von 5.8 vom Rezeptor freigesetzt 
und dissoziieren daher in den sauren späten Endosomen von den Rezeptoren und 
werden zu den Lysosomen der Zellen geführt. Die freien Rezeptoren werden im trans-
Golgi-Netzwerk recycelt. Werden lysosomale Hydrolasen von der Zelloberfläche 
endozytiert, dissoziieren sie in einer Halbwertszeit von 15 Min. nach Aufnahme vom 
Rezeptor. (Beljaars et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass 28:1 mit M6P 
substituiertes HSA schnell aus dem Blutkreislauf gecleart wurde und in Ratten 
bevorzugt in den fibrotischen Lebern akkumulierte (59,2+-9,2%). Die Kombination der 
Rezeptordichte auf der Zelloberfläche und der Grad der Substituierung des 
Kernproteins mit M6P ist dabei entscheidend für die Spezifität der Aufnahme durch 
HSC (Beljaars et al., 1999). Es wird vermutet, dass ein Medikament, das mit M6P-
HSA als carrier aufgenommen wird, den gleichen intrazellulären Weg geht wie die 
lysosomalen Hydrolasen, so dass der M6P/IGFII-R einen spezifischen Zielrezeptor 
darstellen könnte, der die Endocytose von M6P tragenden Liganden vermittelt 
(Beljaars et al., 2001). 
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1.4 Apoptose 
Eine Reduzierung der aktivierten HSC durch Apoptose führte bei experimentell 
induzierten Leberfibrosen nach Beendigung der Leberschädigungen zu einer 
Auflösung der Fibrose (Bataller und Brenner, 2005). Apoptose bezeichnet den 
genetisch regulierten Zellselbstmord, der sich morphologisch vom degenerativen 
Zustand der Nekrose unterscheidet. Sie kann beschrieben werden als eine Reihe von 
distinkten, aufeinander folgenden Reaktionen, die zum erwünschten Abbau einer Zelle 
führen, auf eine Weise, die das Auslaufrisiko von potentiell schädlichem intra-
zellularem Inhalt in die benachbarte Umgebung minimiert. Der erste Schritt in den 
apoptotischen Zyklus ist ein Signal, das die relevante genetische Maschinerie startet. 
Diese Signale können z. B. Hitzeschock, Stressfaktoren, freie Radikale, UV-Strahlung, 
viele Medikamente und synthetische Peptide, Toxine und potente lymphozytäre 
Enzyme sowie viele Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF-β sein. Im zweiten Stadium 
erfolgt ein intrazelluläres signalling durch Aktivierung der Caspasekaskade. Die bisher 
bekannten 13 Caspasefamiliemitglieder bilden eine intrazelluläre proteolytische 
Kaskade die, wie in Abbildung 3 dargestellt, viele Ereignisse auf dem apoptotischen 
Weg beeinflussen, inklusive der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Stadium drei 
ist gekennzeichnet durch die morphologischen und biochemischen Veränderungen 
der Zelle: Im Gegensatz zur Nekrose gibt es kein mitochondriales Aufblähen, sondern 
die Zelle beginnt zu schrumpfen, während die Plasmamembran intakt bleibt. Das 
Chromatin beginnt zu kondensieren und sammelt sich in der Kernmembranperipherie 
und die Aktivität der Mitochondrien lässt durch die Synthese von Apoptose-
regulierenden Proteinen nach. Die Freisetzung von intrazellulärem Kalzium aktiviert 
eine nukleare Endonuklease, die die DNA in charakteristische Fragmente von 180 bp 
und Vielfache davon zerschneidet. Ein weiterer entscheidender Schritt scheint der 
Verlust der Membranasymmetrie zu sein, der zu einer Exposition von anionischen 
Phospholipiden und Phosphatidylserin führt. Teilweise beginnt die Plasmamembran 
auszuknospen, um Lysosome, Mitochondrien, Chromatinfragmente und andere 
degenerierte Organellen wie Golgi/ER in sog. apoptotic bodies zu verpacken. Später 
werden die apoptotic bodies von phagocytierenden Zellen erkannt und abgebaut. 
(Afford und Randhawa, 2000) 
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1.4.1 p53 
Der Tumorsuppressor p53 wird auch cellular gatekeeper und guardian of the genome 
genannt, da er als Antwort auf eine Vielzahl von Zellschäden Zellzyklusarrest und 
Apoptose auslösen kann. p53 ist ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor, der als 
Tetramer an die DNA bindet und dabei die Transkription verschiedener Gene aktiviert 
oder repremiert (Woods und Vousden, 2001). Das Protein besteht aus einer 
konservierten N-terminalen Transaktivierungsdomäne, einer prolinreichen Domäne, 
einer sequenzspezifischen DNA-Bindungsdomäne, einer Tetramerisierungsdomäne 
und einem basischen C-terminalen Schwanz (Burns und El-Deiry, 1999). Das hoch 
konservierte, beim Menschen circa 20 kb große und 11 Exone enthaltende p53 Gen 
wird kontinuierlich transkribiert und translatiert. Das Protein jedoch wird schnell über 
den Ubiquitin-abhängigen Weg in den Proteosomen abgebaut. Eine der zentralen 
Komponenten der p53-Regulation ist das p53-inhibierende Protein Mdm2. Die 
Transkription von Mdm2 wird von p53 aktiviert, so dass ein feedback-loop entsteht, 
indem p53 die Expression seines eigenen Negativregulators antreibt (Woods und 
Vousden, 2001). Die Bindung von Mdm2 an die N-terminale Region inhibiert die p53-
Transaktivierung und führt zu seinem Abbau (Burns und El-Deiry, 1999). Eine 
Phosphorylierung des N-Terminus von p53 blockiert die Bindung von Mdm2 und 
erhöht damit die Stabilität von p53 (Turenne et al., 2001). Die Aktivierung von p53 
erfolgt also in erster Linie post-translational durch die Stabilisierung und die 
Transformation des Proteins in seine aktive Form durch Phosphorylierungen, 
Acetylierungen und Bindung verschiedener Moleküle (Chumakov, 2000; Strano et al., 
2001). Ataxia telangiectasia mutated (ATM), das durch Doppelstrangbrüche aktiviert 
wird, phosphoryliert p53 nach DNA-Schädigung an Ser 15 und 37 und führt zu einer 
Dephosphorylierung von Ser 376 und erhöht somit die Stabilität des p53 Proteins und 
seine DNA-Bindungsaktivität (Burns und El-Deiry, 1999; Offer et al., 2002). Stabilisiert 
und aktiviert kann p53 nun eine Vielzahl von Genen aktivieren, deren Proteine zum 
Zellzyklusarrest führen, wie p21-WAF1 und GADD45, oder Apoptose auslösen, wie 
Bax, APO1, IGFBP3 und PAG608 (Chumakov, 2000). Dabei scheint das, je nach 
Intensität der DNA-Schäden spezifische, Phosphorylierungsmuster von p53 
entscheidend dafür zu sein, ob Zellzyklusarrestauslösende Gene oder pro-
apoptotische Gene aktiviert werden (Mayo et al., 2005).  
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Abbildung 3: Schematische Übersicht über die p53 vermittelte Apoptose 
Dargestellt sind, neben anderen, die Signalwege der p53-vermittelten Apoptose über Bax, im Weiteren 
die Freisetzung von Cytochrom c und die Aktivierung der Caspasekaskade bis zur schließlichen 
Apoptose (siehe auch Text). Verändert nach www.cellsignal.com.  
1.4.2 Bax 
Ein zentraler Mediator der p53-vermittelten Apoptose ist das 21 kD große Bax-Protein, 
ein Mitglied der Bcl-2 Familie. Die Bcl-2 Familie kann generell in zwei Gruppen 
unterteilt werden: in pro-survival Proteine wie Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w und CED 9, und in 
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pro-apoptotische Proteine wie Bax, Bad und Bid. Diese gegensätzlichen 
Familienmitglieder können mittels der konservierten Bcl-2 Homologiedomänen BH1-3 
heterodimerisieren und die relative Ratio von pro-survival zu pro-apoptotischen 
Mitgliedern legt fest, ob die Zelle stirbt oder überlebt. p53 aktiviert dabei nicht nur die 
Bax Expression, sondern inhibiert auch die Expression von Bcl-2 und verschiebt damit 
das Gleichgewicht in Richtung Zelltod. Die anti-apoptotischen Mitglieder scheinen 
durch eine Inhibition der Freisetzung von Cytochrom c von den Mitochondrien oder 
durch direkte Inhibierung von Apaf1 zu wirken. (Burns und El-Deiry, 1999; Korsmeyer, 
1999). Das pro-apoptotische Bax ist cytosolisch und membranassoziiert lokalisiert. 
Todessignale führen zur Aktivierung von Bax, die zur Translokation von monomerem 
Bax vom Cytosol zu den Mitochondrien führt (siehe Abbildung 3). Diese Aktivierung 
erfolgt durch eine transiente Interaktion mit einem BH3 Protein, das eine Konforma-
tionsänderung in Bax hervorruft. Dadurch wird eine Ankersequenz exponiert, die im 
inaktiven Stadium in einer hydrophoben Bindungstasche auf der Proteinoberfläche 
verborgen ist, und das Protein konstitutiv an Membranen bindet. Auf der 
Mitochondrienmembran permeabilisiert Bax die Membran entweder durch Bildung 
einer Pore oder durch Modifizierung einer existenten Pore, resultierend in der 
Freisetzung verschiedener apoptotischer Faktoren wie Cytochrom c (Annis et al., 
2005). Cytochrom c agiert als Cofaktor mit ATP bei der Aktivierung von Apaf1. 
Apaf1/Cytochrom c-Komplexe aktivieren Procaspase 9 zu Caspase 9, dieses 
Apoptosom spaltet und aktiviert dann die nachfolgenden Caspasen wie 3, 6 und 7, 
was schließlich zum Zelltod führt (Budihardjo et al., 1999). 
1.4.3 HSV1-tk 
Gezielte Apoptose von aktivierten HSC kann auch artifiziell herbeigeführt werden, 
z. B. durch das Thymidinkinase-Ganciclovir-System. Die vom Herpes simplex Virus 
Typ 1 produzierte Thymidinkinase (HSV1-tk) phosphoryliert sein pro-drug Ganciclovir 
(GCV), ein Aciclovirderivat, zu Ganciclovir-Monophosphat. Dabei hat die Thymidin-
kinase von HSV1 eine fast 1000-fach größere Substratspezifität zu GCV als die 
Thymidinkinase von Säugetieren. Das resultierende Ganciclovir-Monophosphat wird 
durch zelluläre Guanylatkinasen in toxisches GCV-Triphosphat umgesetzt. Dieses 
konkurriert dann mit den endogenen Nukleotiden während der DNA-Replikation. In 
proliferierenden Säugetierzellen verursacht die Integration des umgebauten pro-drugs 
in die DNA durch Kettenabbruch einen Wachstumsstop und leitet den Zelltod ein. 
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Daher sind Zellen, die artifiziell durch Transfektion HSV1-tk exprimieren, empfindlich 
gegenüber den toxischen Effekten von GCV und können durch die Gabe von GCV 
eliminiert werden (Janoschek et al., 2004).  
1.5 Gentransfer in primäre Zellen 
Aufgrund ihrer Lipiddoppelschicht, die eine signifikante Barriere für geladene Moleküle 
darstellt, nehmen Mammalierzellen unter normalen Bedingungen DNA nur mit sehr 
geringer Effizienz auf. Abhängig von Zellart und Experiment wird zwischen drei weit 
verbreiteten Methoden DNA in eukaryotische Zellen einzubringen gewählt. Dazu 
gehört der DNA-Transport mit Hilfe von Trägermolekülen, mittels viraler Vektoren oder 
durch direktes Einbringen in die Zelle. Das Einbringen von Fremd-DNA in HSC erfolgt 
in vitro am effektivsten mittels adenoviralem Transfer, da nur die replikations-
defizienten Adenoviren 100% der rHSC und rMFB infizieren können (Weiskirchen et 
al., 2000). Humane Adenoviren sind nonenveloped DNA-Viren, die häufig mit akuten 
respiratorischen, gastrointestinalen oder okularen Infektionen verbunden sind. Von 
den mehr als 50 verschiedenen Adenovirus-Serotypen (Ad) sind die nahe verwandten 
Ad2 und Ad5 in Bezug auf Struktur, Lebenszyklus, Genomorganisation und Sequenz 
am Besten untersucht (Nemerow, 2000). Ihre circa 130 nm durchmessende Hülle 
beinhaltet wie in Abbildung 4 A und B dargestellt ein etwa 36 kb langes lineares DNA-
Doppelstrang-Genom, welches multiple überlappende Transkriptionseinheiten codiert 
(Gerard und Meidell, 1995). Ad5 bindet an ein 46 kD großen Membranglykoprotein der 
Wirtszellen. Dieses Protein gehört zur Superfamilie der Immunoglobuline und wird, da 
er auch die Anheftung von Coxsackieviren vermittelt, als Coxsackie-Adenovirus-
Rezeptor (CAR) bezeichnet. Die Bindung von Ad5 an CAR wird durch das adenovirale 
Fiberprotein vermittelt, ein homotrimeres Molekül zusammengesetzt aus einer 
N-terminalen Region, die die Fiber am Basisprotein des Pentonkapsomers („Penton-
base“) verankert, einer verlängerten Schaftdomäne und einer C-terminalen CAR-
Bindedomäne. Während die Interaktion der Fiber mit CAR deutlich die Anheftung des 
Virus an die Zelle erleichtert, reicht sie nicht für die Internalisierung aus. Dafür wird die 
Interaktion von Integrin ανβ3 oder ανβ5 mit dem Basisprotein des Pentonkapsomers 
benötigt. Nach der Anheftung wird das Virus schnell in Clathrin ausgekleidete Vesikel 
aufgenommen. Dabei bleibt nach CAR-Bindung das Fiberprotein auf der Zellober-
fläche, während die restlichen Virusbestandteile und die assoziierten Integrine inter-
nalisiert werden. Eine besondere Eigenschaft von Adenoviruspartikeln ist die 
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Zerstörung der Membran der frühen Endosomen, um in das Cytoplasma gelangen zu 
können, und so mittels zellulärer Mikrotubuli direkt den Kern zu erreichen (Nemerow, 
2000). 
130 nm
A
B
C
D
90 nm
 
Abbildung 4: Schematischer und genomischer Aufbau eines Adenovirus´ 
A: Abbildung A zeigt den schematischen Aufbau eines adenoviralen Kapsids mit der enthaltenen 
Doppelstrang-DNA, so wie die wichtigsten Kapsidproteine. Verändert nach 
http://nobelprize.org/medicine/educational/poster/1993/genes-in-pieces.html 
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B: Die Abbildung stellt die Genomkarte humaner Adenoviren dar.  
C: Die Abbildung zeigt die Genomkarte eines Adenovirus-abgeleiteten Vektors, bei dem die E1 Region 
durch das Gen von Interesse ersetzt wurde. 
D: Die Abbildung zeigt die Genomkarte eines Adenovirus-abgeleiteten Vektors, bei dem sämtliche 
virale codierende Sequenzen deletiert und durch ein Transgen sowie durch funktionslose 
Füllsequenzen („Stuffer“) ersetzt wurden, sog. „Gutless“-Vektor. 
B, C & D: E1a, E1b, E2a, E2b, E3 und E4 bezeichnen die Regionen der frühen Gene und sind ebenso 
wie die Region der späten Gene in Transkriptionsrichtung dargestellt. Die inversen terminalen 
Repetitionen sind mit ITR und das Verpackungssignal mit ψ  gekennzeichnet. Transgen bezeichnet das 
Gen von Interesse, welches transfiziert werden soll. Verändert nach (ZKBS, 2001) 
 
Die Expression der adenoviralen Gene erfolgt aufgeteilt in eine frühe und eine späte 
Phase. Die frühen Gene sind codiert in den vier distinkten Transkriptionseinheiten E1-
E4 (early region 1-4). E1, E2 und E4 werden benötigt für das lytische Wachstum in 
Zellkultur. Die späten Genprodukte beinhalten die Hauptkapsidproteine Hexon, 
Penton und Fiber, die von einem einzigen Promoter, dem sog. major late promoter 
(MLP) transkribiert werden. E1 codiert Transkriptionsfaktoren, die mit dem Wirtszell-
apparat interagieren und die nachfolgende virale Genexpression aktivieren. Bei 
replikationsdefizienten adenoviralen Vektoren wird die endogene E1-Region durch ein 
fremdes Gen von Interesse ersetzt (siehe Abbildung 4 C). Das Ersetzen der E1-
Region führt zu einem replikationsdefizienten Vektor, der nur durch eine Zelllinie, die 
die fehlenden Proteine in trans liefert, oder durch die Anwesenheit eines Helfervirus 
vermehrt werden kann. Die humane embryonale Nierenzelllinie HEK 293 (Graham et 
al., 1977) enthält integriert eine Kopie der linken 12% des Ad5 Genoms und ergänzt 
so den Defekt des Vektors, in dem E1 ersetzt wurde (Gerard und Meidell, 1995). Die 
Herstellung eines replikationsdefizienten Adenovirus erfolgt in dieser Helferzelllinie 
durch homologe Rekombination des Virusgenoms, z. B. in pJM17 (McGrory et al., 
1988), mit einem Rekombinationsplasmid wie pΔE1sp1A, welches das Gen von 
Interesse von Ad5-Gensequenzen flankiert enthält. Die virale DNA wird repliziert, und 
es kommt über die DNA-Sequenzhomologien zur Rekombination zwischen dem 
Rekombinationsplasmid und dem viralen Genom. So wird das Gen von Interesse an 
der Stelle in das virale Genom integriert, welche durch die flankierenden DNA-
Sequenzen vorgegeben ist. Das rekombinante virale Genom wird von den expri-
mierten späten viralen Proteinen eingepackt und als rekombinanter Ad5 von den HEK 
293-Zellen freigesetzt (ZKBS, 2001). Eine signifikante Kontamination mit wild-typ-
Viren wird durch das pJM17 Plasmid vermieden, da es ein 4.3 kb großes Insert trägt, 
wodurch das maximale Packvolumen des Virus von 2 kb Fremd-DNA überschritten 
wird (Becker et al., 1994). So entstehen nur rekombinante, replikationsdefiziente 
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Viruspartikel, die nach der Ernte zum Einbringen des Gens von Interesse mittels 
Infektion in primäre Mammalierzellen verwendet werden können. Neben diesen 
Vektoren der ersten Generation wurden inzwischen auch Systeme mit adenovirale 
Vektoren der zweiten Generation, sog. „Gutless“ Vektoren etabliert. Bei diesen 
Vektoren wurden sämtliche virale Leserahmen deletiert, so dass nur noch virale DNA-
Sequenzen vorhanden sind, die in cis wirken und für die DNA-Replikation sowie die 
Verpackung der viralen DNA essentiell sind, wodurch ein höheres Packvolumen 
erreicht werden konnte (siehe Abbildung 4 D). 
Systeme zum Einbringen von DNA (DNA-delivery Systeme) können als virale 
vektorvermittelte Systeme und nicht-virale vektorvermittelte Systeme klassifiziert 
werden. Derzeit sind virale Systeme deutlich effizienter, sowohl für das Einbringen der 
DNA als auch für ihre Expression. Der Einsatz dieser Methoden wird jedoch 
beschränkt durch die Toxizität, das eingeschränkte targeting spezifischer Zelltypen, 
begrenzte DNA-Ladekapazität, Herstellungsprobleme, Rekombination und hohe 
Kosten sowie die starke Immunogenität. Daher sind nicht-virale Systeme, 
insbesondere synthetische DNA-delivery Systeme eine interessante Alternative. Die 
Einkapselung von DNA in biodegradierbare Polymersphären bietet dabei einen 
potentiellen Weg DNA bei der Transfektion von Zellen vor der Degradierung durch 
Nukleasen zu schützen und die DNA in den Zellen kontrolliert und mit sog. 
Depotwirkung über einen längeren Zeitraum freizusetzen (Hao et al., 2000; Luo und 
Saltzman, 2000). Zu diesen synthetischen Systemen gehört u. a. das biodegra-
dierbare Polymer Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA). Die Herstellung der PLGA-
Sphären mit eingekapselter DNA erfolgt dabei mit Hilfe der etablierten „Wasser-in-Öl-
in-Wasser“ Doppelemulsions-Flüssigevaporationsmethode. Ein Problem dabei sind 
jedoch die DNA-Strangbrüche während der Einkapselungsprozedur. Die Einkapselung 
von DNA erfolgt daher am effizientesten mit der sog. Kryopräparationsmethode. Dabei 
wird bei der Sphärenherstellung die Temperatur der DNA-enthaltenden primären 
Emulsion unter den Gefrierpunkt der wässrigen Phase gebracht, woraus eine feste, 
partikuläre Suspension resultiert, die durch Homogenisierung die sekundäre Emulsion 
bildet. Neben dem Schutz der DNA vor Scherkräften führt die Kryopräparation auch zu 
einer effizienteren Einkapselung der DNA, da sie der Diffusion der Plasmid-DNA aus 
der Mikrosphäre während der Homogenisierung vorbeugt (Ando et al., 1999). Dabei 
können mit in PLGA-Partikel eingekapselter DNA in vitro Transfektionseffizienzen 
erreicht werden, die mit denen kommerzieller Transfektionsreagenzien wie 
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kationischer Polymere, Dendrimere oder Liposome vergleichbar sind. Abhängig vom 
Ort der Injektion konnte bei verschiedenen Zelltypen auch eine Aufnahme der 
Mikropartikel in vivo gezeigt werden mit einer DNA-Freisetzungszeit von 60-120 
Tagen. Die Hauptvorteile von PLGA als delivery System sind neben der 
Biodegradierbarkeit die Biokompatibilität sowie die technische Vielseitigkeit, da 
verschiedene Parameter wie Polymerkomposition, Größe oder Oberflächeneigen-
schaften maßgeschneidert werden können, um ein genau bestimmtes Polymerero-
sionsprofil zu erhalten, wodurch die Freisetzung der eingekapselten DNA kontrolliert 
werden kann. So könnten DNA-beladene biodegradierbare Mikropartikel in der 
Zukunft ein sicheres, vielseitiges und viel versprechendes DNA-delivery System 
darstellen (Jilek et al., 2005). 
1.6 Ziel der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war zunächst die Klonierung verschiedener pro-apoptotischer Gene 
unter transkriptioneller Kontrolle eines CSRP2-Promoterfragmentes und die 
anschließende Überprüfung ihrer apoptoseinduzierenden Wirkung in HSC. Darüber 
hinaus sollte die HSC-spezifische Aufnahme von M6P-konjugierten PLGA-
Nanosphären und der damit mögliche zellspezifische DNA-Transfer, von z.B. 
apoptoseinduzierenden Genkonstrukten, überprüft werden.  
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2 Material 
2.1 Verbrauchsmaterial 
Artikel Hersteller 
3 MM Chromatographiepapier  Whatman, Maidstone, Groß-Britannien 
braune Kanüle (25G)  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Braunüle (MT2-G1) Braun, Melsungen, Deutschland 
Centri-Sep Columns Princeton Separations, Adelphia, NJ, USA 
Deckgläser (21x26 mm) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dialysierschläuche  Serva, Heidelberg, Deutschland 
Falconröhrchen  Greiner, Nörtingen, Deutschland 
Faltenfilter (595 ½)  Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland 
Fluoro Nunc Module MaxiSorp NUNC™ Brand Products, Roskilde, 
Dänemark 
Glaszentrifugenröhrchen (30 ml)  Schott, Mainz, Deutschland 
gelbe Kanüle (20G)  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Hybond-N Membran Amersham Pharmacia Biotech, 
Buckinghamshire, Groß-Britannien 
Insulinspritze  TERUMO, Leuven, Belgien 
Kunststoffpipette (10 ml)  costar, New York, USA 
Kunststoffpipette (25 ml)  BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA 
Nitrocellulose Membran   Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland 
Nylongaze  Nythal, Thal, Schweiz 
Objektträger (76x26 mm)  engelbrecht, Edermünde, Deutschland 
Petrischalen (Polycarbonat)  Greiner, Nörtingen, Deutschland 
Quick-seal-Polyallomer-Röhrchen Beckmann, Palo Alto, CA, USA 
Röntgenfilme   Kodak, Rochester, NY, USA 
SDS-Page Tris-Glycin Gele  Anamed Elektrophorese GmbH, Darmstadt, 
 Deutschland 
Siliconschläuche  Kobe, Marburg, Deutschland 
Skalpelle (Feather)  pfm, Köln, Deutschland 
Sterilfilter Sartolab P20  Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Ultrazentrifugenröhrchen  Beckman Coulter, Palo Alto, CA, USA 
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2.2 Chemikalien 
2-Mercaptoethanol Fluka Biochemika, Neu-Ulm, Deutschland 
Agar-Agar  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Agarose  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Ammoniumacetat  Merck, Hohenbrunn, Deutschland 
Amphotericin B  Roche, Mannheim, Deutschland 
Ampicillin  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Bacto-Tryptone  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Borsäure  Merck, Hohenbrunn, Deutschland 
Bromphenolblau  Serva, Heidelberg, Deutschland 
Butanol  Merck, Hohenbrunn, Deutschland 
Calciumchlorid-Dihydrat  Merck, Hohenbrunn, Deutschland 
Cäsiumchlorid  ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA 
Chloroform  J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Kollagenase A  Roche, Mannheim, Deutschland 
Kollagenase H (C. histolyticum)  Roche, Mannheim, Deutschland 
DABCO  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Deoxycholate (DOC)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) EGA-Chemie, Steinheim, Deutschland 
Dithitreitol (DTT)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
DNaseI  Roche, Mannheim, Deutschland 
Eisessig  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol  RWTH-Aachen, Aachen, Deutschland 
Ethidiumbromid  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Ficoll 400  Pharmacia, Bromma, Schweden 
Fischgelatine  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
FITC-Dextran (MW 40.000)  Sigma, Taufkirchen, Deutschland  
Formamid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Formaldehyd  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Glucose  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Glycerin  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Glycin  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Guanidinthiocyanat  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Hefeextrakt  Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Heparin (Liquemin® N5000)  Roche, Mannheim, Deutschland 
Hepes  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Heringsperma DNA  Roche, Mannheim, Deutschland 
Isofluran, Forene®  Abbott, Wiesbaden, Deutschland 
Kalbsthymus DNA  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Kaliumacetat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumchlorid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kanamycin  Merck Biosciences, Bad Soden, Deutschland 
Ketamin 10%  CEVA, Düsseldorf, Deutschland 
Lithiumchlorid  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Lysozym  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Magermilchpulver SUCOFIN  Trade Service Internation, Zeven, 
 Deutschland 
Magnesiumchloridhexahydrat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Magnesiumsulfatheptahydrat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Methanol  RWTH-Aachen, Deutschland 
Manganchlorid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
MOPS  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Natriumacetat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumchlorid  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumcitrat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Natriumhydrogencarbonat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumhydroxid-Plätzchen  Merck, Darmstadt, Deutschland 
di-Natriumhydrogenphosphat  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Nonident P40  Roche, Mannheim, Deutschland 
Nycodenz   Nycomed AS, Oslo, Norwegen 
Paraffinöl  Caesar & Loretz, Hilden, Deutschland 
Paraformaldehyd  Merck, Darmstadt, Deutschland 
PBS dulbecco  Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
Percoll  Amersham, Uppsala, Schweden 
Phenol  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Polyethylenglycol 6000 (PEG)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ponceau S  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
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Polyvinylpyrrolidon (PVP)  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Pronase E (Streptomyces griseus) Merck, Darmstadt, Deutschland 
Rinderserum Albumin (BSA)  Merck, Hohenbrunn, Deutschland 
Rubidiumchlorid  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
RNase A  Roche, Mannheim, Deutschland 
Sephadex G-50  Amersham, Freiburg, Deutschland 
Titriplex III (EDTA)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
tri-Natriumcitratdihydrat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Triton X-100  Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 
Trizma ® -Base (Tris-Base)  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Tween 20  Merck, Hohenbrunn, Deutschland 
Xylazin 2%  Medistar, Holzwickede, Deutschland 
2.3 Nanosphären 
Alle Nanosphären wurden hergestellt und zur Verfügung gestellt vom Lehrstuhl für 
Textilchemie und Makromolekulare Chemie der RWTH Aachen, Deutschland. 
Das Verfahren zur Herstellung der PLGA-Sphären mit einer mittleren Sphärengröße 
d(0.5) in Vol % < 5 μm beruht auf der Emulsions-Evaporations-Methode. Durch 
Herunterkühlen (< -50°C) der Primäremulsion unterhalb des Festpunktes der 
w1-Phase wurde die Plasmid-DNA, die ggf. eingebracht werden sollte, in der festen 
w1-Phase eingeschlossen und keinen weiteren Scherkräften, die zur Herstellung der 
komplexen (w1/o/w2) Emulsion notwendig sind, ausgesetzt. (Pereira Paz, 2004)  
Bei FITC-gefärbten Nanosphären wurden statt der Plasmid-DNA 250 µl einer 
wässrigen Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-Dextran Lösung (100 mg/ml) zugegeben. 
Die Synthese des monovalenten amphiphilen M6P-Liganden 1-Hexadecyl-Mannose-
6-Phosphat-di-Natrium erfolgte durch Umsetzung des langkettigen Cetylalkohols, der 
als Salbengrundlage in pharmazeutischen und kosmetischen Präparaten Anwendung 
findet, mit D(+)-Mannose unter Ausbildung des entsprechenden Acetals und selektiver 
Phosphorylierung am primären Alkohol des Alkylglykopyranosides. Details der 
Herstellung der Nanosphären und des Liganden sind von Pereira Paz (2004) 
beschrieben.  
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2.4 Enzyme 
2.4.1 Restriktionsendonukleasen 
Enzym  Hersteller 
AgeI  Roche, Mannheim, Deutschland 
BamHI  Roche, Mannheim, Deutschland 
EcoRI  Roche, Mannheim, Deutschland 
NcoI  Roche, Mannheim, Deutschland 
NheI  Roche, Mannheim, Deutschland 
PsiI  New England Biolabs, Beverly, USA 
SacI  Roche, Mannheim, Deutschland 
SalI  Roche, Mannheim, Deutschland 
SmaI  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
XbaI  Roche, Mannheim, Deutschland 
2.4.2 Sonstige Enzyme 
Alkalische Phosphatase (1U/µl)  Roche, Mannheim, Deutschland 
DNA-Ligase  Roche, Mannheim, Deutschland 
Klenow-Fragment Roche, Mannheim, Deutschland 
Lysozym  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
RNase A  Roche, Mannheim, Deutschland 
2.4.3 Enzympuffer 
DNA-Ligase Puffer (10x)  Roche, Mannheim, Deutschland 
Dephosphorylierungspuffer  Roche, Mannheim, Deutschland 
Restriktionsenzym-Puffer: 
 Puffer A (10x)   Roche, Mannheim, Deutschland 
 Puffer B (10x)   Roche, Mannheim, Deutschland 
 Puffer H (10x)   Roche, Mannheim, Deutschland 
 Puffer L (10x)   Roche, Mannheim, Deutschland 
 Puffer M (10x)   Roche, Mannheim, Deutschland 
 SEBuffer    New England Biolabs, Beverly, USA 
 Y+/TANGO™   Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
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2.5 Reagenziensysteme und Radionukleotide 
2.5.1 Reagenziensysteme 
Annexin-V-FLUOS Staining Kit   Roche, Mannheim, Deutschland 
ApoAlert™ Caspase Flurorescent 
Assay Kit  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, München, Deutschland 
BigDye® Terminator v1.1 Cycle   Applied Biosystems, Weiterstadt, 
Sequencing Kit  Deutschland 
Cell Death Detection ELISA   Roche, Mannheim, Deutschland 
Dual-Luciferase®-Reporter Assay  Promega, Madison, WI, USA 
FuGENE 6™ Transfektionsreagenz Roche, Mannheim, Deutschland 
Labelling Kit  Amersham, Freiburg, Deutschland 
Luciferase Assay System  Promega, Madison, WI, USA 
NuPage LDS-Sample buffer   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
SuperSignal® West Dura Extended  
Duration Substrate  Pierce, Rockford, IL, USA 
RNeasy® Mini Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 
2.5.2 Radionukleotide 
[α-32P]dCTP, 250 µCi  Amersham, Freiburg, Deutschland 
2.6 Antikörper 
Goat-anti-IGFIIR (K-21; sc-14413) Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 
Mouse-anti-c-myc (Clone 9E10)  Sigma, München, Deutschland 
Mouse-anti-CRP1  BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
Mouse-anti-GFP   Roche, Mannheim, Deutschland 
Mouse-anti-p53 (Ab-1)  Oncogene, San Diego, CA, USA 
Rabbit-anti-Bax (P-19, sc-526)  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 
Rabbit-anti-CRP2 (WEI-GIK)  Davids Biotechnologie, Regensburg, 
 Deutschland 
Rabbit-anti-HSV1tk  wurde zur Verfügung gestellt von Masayuki 
 Saijo, Hokkaido, Japan (Saijo et al., 1999) 
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Rabbit-anti-Mouse-Biotin (E 0354) Dako Cytomation, Glostrup, Dänemark 
Donkey-anti-goat-FITC (sc-2024)  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 
Streptavidin-HRP (P 0397)  Dako Cytomation, Glostrup, Dänemark 
Streptavidin-FITC (F 0422)  Dako Cytomation, Glostrup, Dänemark 
Streptavidin-Rhodamin  Invitrogen, Groningen, Niederlande 
normal Mouse IgG (sc-2025)  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 
anti-Mouse IgG-HRP  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 
anti-Rabbit IgG-HRP  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 
anti-Goat IgG-HRP  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA 
2.7 Primer 
Sequenzierungsprimer  MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 
3' shuttle Vektor Primer   5'-d(GGC GAC CAT CAA TGC TGG AG)-3' 
5' shuttle Vektor Primer  5'-d(GGC GTAA CCG AGT AAG ATT TG)-3' 
3' bluescript Vector Primer   5'-d(GTA AAA CGA CGG CCA GT)-3' 
pET: 3'bluescript Vektor Primer   5'-d(TAA TAC GAC TCA CTA TA)-3' 
5' bluescript Vektor Primer  5'-d(GGA AAC AGC TAT GAC CAT G)-3' 
MA001: 5' CMV-Promoter Primer  5'-d(AAT GTC GTA ACA ACT CCG CC)-3' 
Sus: 5' CSRP2-Promoter Primer   5'-d(AAG CGG CTC CGG GAA TC)-3' 
3' p53 Primer  5'-d(CCT TCT AAC AAC TCT GCA AC)-3' 
3' EGFP Primer (Anfang)  5'-d(GCT GAA CTT GTG GCC GT)-3' 
MB001: 3' EGFP Primer (Mitte)  5'-d(GCA CTG CAC GCC GTA GGT CAG)-3' 
Gao 1: 5' Primer bax (Anfang)  5'-d(TCA TCC AGG ATC GAG CAG)-3' 
Gao 2: 5' Primer bax (Mitte)   5'-d(GGC TGG ACA CTG GAC TTC CTC)-3' 
Gao 3: 5' Primer bax (Ende)  5'-d(CTC ACC ATC TGG AAG AAG ATG)-3' 
2.8 Sonstige molekularbiologische Reagenzien 
100 bp DNA ladder  New England Biolabs, Frankfurt a. M., 
Deutschland 
BenchMark™ Prestained  
Protein Standard  Invitrogen, Groningen, Niederlande 
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Biotinylierter M6PR  wurde zur Verfügung gestellt von Peter  Lobel, 
Center for Advanced Biotechnology and 
Medicine, Piscataway, NJ, USA.  
BSA  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Complete™ Protease  
inhibitor cocktail  Roche, Mannheim, Deutschland 
dNTPs  Roche, Mannheim, Deutschland 
Lambda DNA (HindIII digest)  New England Biolabs, Frankfurt a. M. 
Deutschland 
Moviol  Merck Biosciences, Bad Soden, Deutschland 
p53 Western Blotting Standard (WB-21)Oncogene, San Diego, CA, USA 
p53 Positiv Kontrolle   Proteinlysate von mit pΔE1sp1A-CMV-p53 
Adenoviren infizierten HSC, zur Verfügung 
gestellt von B. Abriss, Aachen, Deutschland 
Phalloidin-Rhodamin  Molecular Probes, Karlsruhe, Deutschland 
Phosphatase inhibitor cocktail II  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
Rattenhirn Extrakt (sc-2392)  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA  
Restore™ Western Blot  
Stripping Buffer  Pierce, Rockford, IL, USA 
SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained   
Protein Standard  Invitrogen, Groningen, Niederlande 
SYBR®-Green  Roche, Mannheim, Deutschland 
Template Suppression Reagent   Applied Biosystems, Foster City, USA 
2.9 Biologische Materialien 
2.9.1 Bakterienstämme 
E.coli Stamm JM 105 (Yanisch-Perron et al., 1985). 
2.9.2 Plasmide 
Zur Konstruktion von Adenoviren wurden die Plasmide pΔE1sp1A (Bett et al., 1994) 
und pJM17 (McGrory et al., 1988) von Microbix Biosystems Inc. Toronto, Ontario, 
Kanada käuflich erworben. 
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CSRP2(S/X)-Luc, pGL3 Vektor, der die Firefly-Luciferase-cDNA unter der 
transkriptionellen Kontrolle eines humanen CSRP2-Promoterfragments enthält, sowie 
Shuttle-CMV-Luc, pΔE1sp1A-Vektor, der die Firefly-Luciferase-cDNA unter der 
transkriptionellen Kontrolle des CMV-Promoters enthält wurden von J. Herrmann, 
Universitätsklinikum Aachen, Aachen, Deutschland zur Verfügung gestellt. 
PbR6, Bluescriptvektor, der die cDNA von Ratten-p53 enthält (Soussi et al., 1988) 
wurde von T. Soussi, Institut Curie, Paris, Frankreich zur Verfügung gestellt. 
pcDNA3rbax, pcDNA3 Plasmid, der die cDNA von Ratten-Bax (Han et al., 1996) 
enthält, wurde von E. White, Rutgers University, Piscataway, NJ, USA zur Verfügung 
gestellt. 
pCMV-myc, Expressionsvektor, der das c-myc-Epitop-tag enthält, wurde käuflich 
erworben von Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA, USA. 
pΔE1sp1A-CMV-EGFP, Shuttlevektor, der EGFP-cDNA unter der transkriptionellen 
Kontrolle des CMV-Promoters enthält (Weiskirchen et al., 2000), wurde von 
R. Weiskirchen, Universitätsklinikum Aachen, Aachen, Deutschland zur Verfügung 
gestellt. 
pΔE1sp1A-CMV-p53, Shuttlevektor, der Ratten-p53-cDNA unter der transkriptionellen 
Kontrolle des CMV-Promoters enthält (Abriss et al., 2003), wurde von B. Abriss, 
Universitätsklinikum Aachen, Aachen, Deutschland zur Verfügung gestellt. 
pΔE1sp1A-CSRP2-GFP, Shuttlevektor, der GFP-cDNA unter der transkriptionellen 
Kontrolle eines humanen CSRP2-Promoterfragments enthält, wurde von 
R. Weiskirchen, Universitätsklinikum Aachen, Aachen, Deutschland zur Verfügung 
gestellt. 
pEGFP-C1, Plasmid, das für eine Variante des GFP unter der transkriptionellen 
Kontrolle des CMV-Promoters kodiert und neben einem PolyA-Signal und einer 
Multicloningsite eine Kanamycinresistenz zur Selektion enthält, wurde käuflich 
erworben von CLONETECH Laboratories, Palo Alto, USA.  
pEGFP-CSRP2, Plasmid, das für eine Variante des GFP unter der transkriptionellen 
Kontrolle eines humanen CSRP2-Promoterfragments kodiert und neben einem PolyA-
Signal und einer Multicloningsite eine Kanamycinresistenz zur Selektion enthält, 
wurde von R. Weiskirchen, Universitätsklinikum Aachen, Aachen, Deutschland zur 
Verfügung gestellt. 
pORF-HSV1tk, Expressionsvektor, der die cDNA der Herpes simplex Thymidin-
Kinase enthält, wurde käuflich erworben von TEBU, Frankfurt am Main, Deutschland 
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pp53-TA-Luc, Reportergenkonstrukt, das cDNA der Firefly-Luciferase unter der 
Kontrolle eines Minimalpromoters mit einem p53-response-Element enthält wurde 
käuflich erworben von BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 
pRL-TK-Vektor (als Bestandteil des Dual Luciferase® Reporter Assay Systems) 
wurde käuflich erworben von Promega, Madison, WI, USA. 
pUC19-CSRP2-GFP, pUC19 Vektor, der GFP-cDNA unter der transkriptionellen 
Kontrolle eines humanen CSRP2-Promoterfragments enthält (Weiskirchen et al., 
1997), wurde von R. Weiskirchen, Universitätsklinikum Aachen, Aachen, Deutschland 
zur Verfügung gestellt. 
2.9.3 Eukaryotische Zellen 
CFSC-Zellen (Klon -2G): Zelllinie, die aus HSC einer zirrhotischen Rattenleber 
entstand (Greenwel et al., 1991) wurde zur Verfügung gestellt von M. Rojkind ( 1991; 
Greenwel et al., 1993); Marion Bessin Liver Research Center, Department of 
Medicine, Pathology and Neurosciences, Albert Einstein College of Medicine, Bronx, 
New York USA 
COS7-Zellen: Fibroblasten-ähnliche Zelllinie, die aus Nierenzellen der Affenart 
Cercopithecus aethiops entstand, wurde käuflich erworben von American Type 
Culture Collection, Rockville, MD, USA 
HEK 293-Zellen: Zelllinie, die aus humanen embryonalen Nierenzellen entstand, 
wurde käuflich erworben von American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA 
HepG2-Zellen: Zelllinie, die aus einem humanen hepatozellularen Leberkarzinom 
entstand, wurde käuflich erworben von American Type Culture Collection, Rockville, 
MD, USA 
LX-2-Zellen: Humane HSC-Zelllinie, wurde zur Verfügung gestellt von S. Friedman, 
(Xu et al., 2005); Division of Liver Diseases, Department of Medicine, Mount Sinai 
School of Medicine, New York, NY, USA 
rHSC und rMFB wurden mittels Pronase-Kollagenase Methode (de Leeuw et al., 
1984) frisch isoliert. 
rKC und rLSEC wurden mittels Kollagenase Methode (Braet et al., 1994) frisch 
isoliert. 
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2.10 Zellkulturmedien 
Accutase  PAA Laboratories, Linz, Österreich 
DMEM (BE-12-709F)  Bio-Whittaker, Verviers, Belgien  
Endothelial Cell Growth Medium 
(C-22010) PromoCell, Heidelberg, Deutschland 
Fötales Kälber Serum  Perbio, Bonn, Deutschland  
GBSS  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
HBSS (ohne Ca/Mg) PAA Laboratories, Linz, Österreich  
HBSS (mit Ca/Mg)  PAA Laboratories, Linz, Österreich 
HepatoZYME-SFM  Invitrogen, Groningen, Niederlande  
Insulin  Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
L-Glutamin  Bio-Whittaker, Verviers, Belgien 
Nicht-essentielle Aminosäuren  Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin  Bio-Whittaker, Verviers, Belgien 
Rattenschwanzkollagen  wurde zur Verfügung gestellt von W. Wirz, 
Universitätsklinikum Aachen, Deutschland 
RPMI 1640 (BE-12-167)  Bio-Whittaker, Verviers, Belgien 
Trypsin Lösung (10x)  PAA Laboratories, Linz, Österreich  
 
2.11 Medien für die Bakterienaufzucht 
LB-Medium   
1l: 10 g Bacto-Tryptone, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl wurden in 950 ml Aqua bidest. 
gelöst und mit 2 M NaOH ein pH-Wert von 7,4 eingestellt. Die Lösung wurde auf 1 l 
aufgefüllt und á 500 ml autoklaviert. 
 
2x YT-Medium  
1 l: 16 g Bacto-Tryptone, 10 g Hefeextrakt und 5 g NaCl wurden auf 1 l mit Aqua 
bidest. aufgefüllt und á 500 ml autoklaviert. 
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2.12 Puffer und Lösungen 
Ammoniumacetat (10 M)  
20 ml: 15,42 g Ammoniumacetat wurden ad 20 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst. 
Die Lösung wurde sterilfiltriert. 
 
Ampicillin (100 mg/ml)  
10 ml: 1 g Ampicillin wurde auf 10 ml mit sterilem Aqua bidest. aufgefüllt und in 
Aliquots á 1ml bei –20°C gelagert. 
Gebrauchskonzentration: 100 µg/ml Kultur  
 
Antifade  
100 ml: 2 g DABCO wurden in 90 ml Glycerin in einem Wasserbad bei 60°-70°C 
aufgelöst. 10 ml Tris-HCl (pH7.0) und 100 µl NaN3 (20%w/v) wurden zugefügt und gut 
gemischt. Die Lagerung erfolgte in 10 ml Aliquots bei -20°C.  
 
Assaypuffer (zur DNA-Gehaltbestimmung)  
(50 mM Na2HPO4; 2 M NaCl; pH7.4)  
1 l: 7,1 g Na2HPO4 und 117 g NaCl wurden in 900 ml sterilem Aqua bidest. gelöst, der 
pH-Wert auf pH 7.4 eingestellt und ad 1000 ml mit sterilem Aqua bidest. aufgefüllt. 
 
Blockierlösung  
100 ml: 50 ml FKS wurden mit 10 ml 1%BSA in PBS und 100 µl Fischgelatine 
gemischt und ad 100 ml mit PBS pH7.4 aufgefüllt. Die Lagerung erfolgte in 15 ml 
Aliquots bei -20°C 
 
Bromphenolblaulösung (0,5% w/v)  
10 ml: 50 mg Bromphenolblau wurden ad 10 ml in Aqua bidest. gelöst und bei 4°C 
gelagert. 
 
BSA in PBS (1%)  
100 ml: 1 g BSA wurde in 100 ml PBS gelöst, sterilfiltriert und in Aliquots von 15 ml bei 
-20°C gelagert.  
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CaCl2 (1 M)  
50 ml: 7,35 g CaCl2 x 2H20 wurden ad 50 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst.  
 
CsCl/H2O gesättigtes Butanol  
zu 50 ml Butanol wurde unter Schütteln solange steriles Aqua bidest. zugegeben, bis 
sich ein wässriger Überstand bildete. Anschließend wurde so lange CsCl unter 
Schütteln zugegeben, bis sich keines mehr löste. 
 
CsCl-Puffer für RNA-Isolation   
(5,7 M CsCl/ 25 mM NaOAc, pH 6.0)  
100 ml: 95,97 g CsCl und 0,83 ml 3 M Natriumacetat pH 6.0 wurden in sterilem Aqua 
bidest. ad 100 ml gelöst und sterilfiltriert. 
 
Denhardt´s Lösung (50x)  
500 ml: 5 g Ficoll 400, 5 g PVP und 5 g BSA wurden ad 500 ml in sterilem Aqua 
bidest. gelöst und sterilfiltriert. 
 
DNA-Standard Lösung  
circa 40 mg Kalbsthymus DNA wurden in 100 ml Assaypuffer über Nacht unter 
starkem Rühren bei RT gelöst. Der DNA-Gehalt wurde photometrisch bei 260 nm 
bestimmt. Dabei entspricht eine OD von 0.6 35 µg DNA/ml. Die auf 2,5 µg/ml 
eingestellte Lösung wurde in Aliquots zu 1 ml bei –20°C gelagert. 
 
DNA-Stop-Mix (5x) für Restriktionsverdau  
(20 mM EDTA, 30% (v/v) Glycerin, 0,5% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) Bromphenolblau) 
5 ml: 0,2 ml 500 mM EDTA (pH 8.0), 1 ml Bromphenolblau, 1,7 ml Glycerin und 
0,125 ml SDS-Lösung 20% (w/v) wurden mit Aqua bidest. auf 5 ml aufgefüllt. Die 
Lagerung erfolgte in Aliquots á 1 ml bei –20°C 
 
DTT (1 M)  
10 ml: 1,545 g DTT wurden ad 10 ml in Aqua bidest gelöst und in Aliquots á 1 ml bei 
-20°C gelagert. 
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EDTA (500 mM; pH 8.0)  
500 ml: 93,06 g Titriplex III wurden unter Zugabe von circa 10 g NaOH-Plätzchen in 
350 ml Aqua bidest. gelöst. Der pH-Wert wurde mit 5 M NaOH auf 8.0 eingestellt und 
die Lösung vor dem Autoklavieren mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgefüllt.  
 
Einfriermedium  
20 ml: 11 ml Kulturmedium, 5 ml FKS und 4 ml DMSO wurden vor Gebrauch frisch 
angesetzt. 
 
Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml)  
5 ml: 50 mg Ethidiumbromid wurden in 5 ml sterilem Aqua bidest. gelöst.   
Die Lösung wurde lichtgeschützt bei 4°C gelagert. 
 
Fixierlösung 
(4% Paraformaldehyd in PBS)  
200 ml: 8 g Paraformaldehyd wurden unter dem Abzug unter Rühren in 100 ml 
heißem Aqua bidest. gelöst. Tropfenweise wurde NaOHkonz zugegeben, bis die weiße 
Flüssigkeit klar wurde. Nach Zugabe von 20 ml 10x PBS wurde der pH-Wert auf 7.4 
eingestellt und ad 200 ml mit autoklaviertem Aqua bidest. aufgefüllt. Die Lagerung 
erfolgte in 15 ml Aliquots bei -20°C. 
 
GIT-Puffer  
(4 M Guanidinthiocyanat; 25 mM Natriumacetat pH 6.0; 0,835% (v/v) 
Mercaptoethanol)  
200 ml: 94,53 g Guanidinthiocyanat und 1,67 ml 3 M NaOAc pH 6.0 wurden in 
sterilem Aqua bidest. ad 198,33 ml gelöst. Die Lösung wurde bei 4°C gelagert. Vor 
Gebrauch wurde die Lösung auf 0,835% (v/v) Mercaptoethanol eingestellt.  
 
Glucose (1 M)  
100 ml: 19,8 g Glucose x H2O wurden ad 100 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst und 
sterilfiltriert bei 4°C gelagert. 
 
Glycerin 
Glycerin wurde autoklaviert. 
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Heringsperma DNA (10 mg/ml)  
20 ml: 200 mg Heringsperma DNA wurden ad 20 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst, 2x 
durch eine gelbe Kanüle geschert und aliquotiert bei –20°C gelagert. 
 
Hybridisiermix für Northern Blot  
(50% Formamid (v/v); 6x SSC pH7.4; 5 mM EDTA; 5x Denhardt´s Lösung; 0,5% (w/v) 
SDS)  
495 ml: 250 ml Formamid, 150 ml SSC 20x, 5 ml 500 mM EDTA, 50 ml Denhardt´s 
Lösung 50x und 12,5 ml SDS 20% wurden gemischt, der pH-Wert mit HCl auf 7.4 
eingestellt und mit sterilem Aqua bidest. auf 495 ml aufgefüllt. 
 
Hypertonischer Puffer  
(10 mM Tris, pH 7.4; 400 mM NaCl; 5 mM CaCl2; 10 mM MgCl2)  
10 ml: 100 µl 1 M Tris-HCl pH 7.5, 800 µl 5 M NaCl, 50 µl 1 M CaCl2 und 100 µl 1 M 
MgCl2 wurden gemischt und ad 10 ml mit sterilem Aqua bidest aufgefüllt. 
 
Inkubationslösung (LSEC Präparation)  
100 ml: 50 mg Kollagenase A, 5 ml FKS, 1 mg DNaseI wurden gemischt und ad 
100 ml mit GBSS aufgefüllt 
 
Kaliumacetat (3M, pH 6.0)  
50 ml: 30 ml Kaliumacetat 5 M wurden mit 10 ml Aqua bidest. gemischt und der pH-
Wert mit HCl auf 6.0 eingestellt. Die Lösung wurde mit Aqua bidest. auf 50 ml 
aufgefüllt.  
 
Kaliumacetat (5 M)  
500 ml: 245,38 g CH3COOK wurden ad 500 ml in Aqua bidest. gelöst und autoklaviert 
 
Kanamycin (50 mg/ml)  
5 ml: 0,25 g Kanamycin wurden ad 5 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst und in Aliquots 
á 1 ml bei –20°C gelagert.  
Gebrauchskonzentration 50 µg/ml Kultur 
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KCl (1 M)  
100 ml: 7,46g KCl wurden ad 100 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst. 
 
Kollagenlösung  
Rattenschwanzkollagen (2mg/ml) wurde bei Bedarf frisch 1:40 mit 0,1%iger 
Essigsäure verdünnt.  
 
Lithiumchlorid (5 M) 
100 ml: 21,2 g LiCl wurden ad 100 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst und autoklaviert. 
 
Lösung I (Plasmidpräparation)  
(50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl; pH8.0)  
100 ml: 5 ml 1 M Glucose, 2 ml 500 mM EDTA (pH 8.0) und 2,5 ml Tris-HCl (1 M, 
pH 8.0) wurden zu 90,5 ml sterilem Aqua bidest. gegeben. Lagerung bei 4°C. 
 
Lösung II (Plasmidpräparation)  
(1% SDS, 0,2 M NaOH)  
100 ml: 10 ml 2 M NaOH, 5 ml 20% SDS (w/v) wurden in 85 ml sterilem Aqua bidest 
gelöst. Die Lösung wurde vor Gebrauch frisch angesetzt. 
 
Lösung III (Plasmidpräparation)  
(3 M Kaliumacetat, 11,5% Eisessig)  
200 ml: 120 ml 5 M Kaliumacetatlösung, 23 ml Eisessig (Essigsäure) und 57 ml 
steriles Aqua bidest. wurden gemischt und bei 4°C gelagert. 
 
Lösung 1 (HSC Präparation)  
100 ml: 0,35 g Pronase E wurden in 100 ml HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gelöst. 
 
Lösung 2 (HSC Präparation)  
60 ml: 0,015 g Kollagenase H wurden in 60 ml HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gelöst. 
 
Lösung 3 (HSC Präparation)  
100 ml: 0,010 g DNase I wurden in 100 ml HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gelöst. 
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Lösung 4 (HSC Präparation)  
1 l: 2,5 g BSA wurden unter rühren in 1 l HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gelöst und 
anschließend sterilfiltriert.  
 
Lysepuffer (RIPA+PIC+PHIC)  
5 ml: zu 5 ml RIPA+PIC wurden bei Gebrauch 50 µl Phosphatase inhibitor cocktail II 
gegeben. 
 
Lysozym (10 mg/ml)  
6 ml: 0,06 g Lysozym wurden ad 6 ml in Aqua bidest. gelöst. 
 
MEN-Puffer (10x) für RNA-Gele  
(200 mM MOPS, 50 mM NaOAc, 10 mM EDTA pH 7.0)  
500 ml: 20,9 g MOPS, 2,05 g Natriumacetat und 1,9 g EDTA wurden in 450 ml 
sterilem Aqua bidest. gelöst, der pH-Wert mit 5 M NaOH auf pH 7.0 eingestellt. Mit 
sterilem Aqua bidest. wurde auf 500 ml aufgefüllt und lichtgeschützt bei 4°C gelagert. 
 
MgCl2 (1 M)  
100 ml: 20,33 g MgCl2 x 6 H20 wurden ad 100 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst und 
autoklaviert.  
 
MgSO4 (1 M)  
100 ml: 24,6g MgSO4 x 7H20 wurden ad 100 ml in Aqua bidest. gelöst und 
autoklaviert.  
 
Milchpulverlösung (5%)  
500 ml: 25 g Milchpulver wurden ad 500 ml in TBST gelöst und mindestens 2 Std mit 
einem Magnetrührer gemischt. Anschließend wurde die Lösung durch Faltenfilter 
filtriert und in Aliquots á 50 ml bei –20°C gelagert. 
 
MnCl2 (1 M)  
20 ml: 3,96 g MnCl2 x 4H20 wurden ad 20 ml in Aqua bidest. gelöst und sterilfiltriert. 
Die Lagerung erfolgte bei –20°C. 
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MOPS (1 M)  
50 ml: 10,47 g MOPS wurden in 30 ml Aqua bidest. gelöst, der pH-Wert mit 5 M 
NaOH auf 7.0 eingestellt. Die Lösung wurde mit Aqua bidest. auf 50 ml aufgefüllt und 
sterilfiltriert. 
 
Moviol  
2,4 g Moviol wurden mit 6 g Glycerol 1 Std unter Rühren miteinander gemischt, 
anschl. 6 ml Aqua bidest. hinzugefügt und erneut für 2 Std gerührt. Bei 50°C im 
Wasserbad wurden 12 ml Tris-HCl (200 mM, pH 8.5) unter Rühren zugefügt und 
anschl. für 15 Min bei 5000 g zentrifugiert und der Überstand in 2 ml Aliquots bei 
-20°C gelagert.  
 
NaCl (5 M)  
200 ml: 58,44 g NaCl wurden ad 200 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst. 
 
NaCl (1,6 M)/ PEG (13% (w/v)) (Plasmidpräparation)  
100 ml: 13 g PEG und 9,35 g NaCl wurden ad 100 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst 
 
NaHCO3 2% (w/v)/1mM EDTA  
1 l: 2 ml 500 mM EDTA (pH 8.0) und 2 g NaHCO3 wurden ad 1 l in Aqua bidest. 
gelöst.  
 
NaOH (2M)  
100 ml: 8 g NaOH-Plätzchen wurden ad 100 ml in sterilem H2O gelöst und in einer 
Polyethylenflasche gelagert. 
 
NaOH (5 M)  
100 ml: 20 g NaOH-Plätzchen wurden ad 100 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst und in 
einer Polyethylenflasche gelagert.  
 
Natriumacetat (3 M pH 6.0)  
100 ml: 24,6 g Natriumacetat wurden in 60 ml Aqua bidest. gelöst. Der pH-Wert wurde 
mit Eisessig auf pH 6.0 eingestellt und auf 100 ml mit Aqua bidest aufgefüllt. 
Anschließend wurde die Lösung autoklaviert.  
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Nukleotidmix (10mM dTTP, dGTP, dATP, dCTP)  
200 µl: je 20 µl 100 mM dTTP, dGTP, dATP und dCTP wurden mit 120 µl Aqua bidest. 
gemischt und bei -20°C gelagert.  
 
PBS (10x)  
500 ml: 47,75 g PBS dulbecco wurden ad 500 ml in Aqua bidest. gelöst und 
sterilfiltriert. 
 
Percoll Stock Lösung (LSEC Präparation)  
25 ml: 2,5 ml 10x PBS wurden mit 22,5 ml Percoll gemischt und der pH Wert mit HCl 
auf 7,4 eingestellt. 
 
Percoll 50% Lösung  
30 ml: 15 ml Percoll Stock Lösung wurden mit 15 ml 1x PBS gemischt. 
 
Percoll 25% Lösung  
40 ml: 10 ml Percoll Stock Lösung wurden mit 30 ml 1x PBS gemischt.  
 
Perfusionslösung I (LSEC Präparation)  
HBSS ohne Ca/Mg 
 
Perfusionslösung II (LSEC Präparation)  
100 ml: 50 mg Kollagenase A und 5 ml FKS wurden ad 100 ml mit GBSS aufgefüllt. 
 
Perfusionslösung A (PC Präparation)  
1 l: 9 g NaCl, 0,42 g KCl, 0,99 g Glucose, 4,8 g Hepes, und 2,1 g NaHCO3 wurden in 
700 ml Aqua bidest. gelöst, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und die Lösung 
sterilfiltriert. Zu 200 ml Lösung wurden bei Gebrauch frisch 400 µl 500 mM EDTA 
gegeben. 
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Perfusionslösung B (PC Präparation)  
1 l: 9 g NaCl, 0,42 g KCl, 0,99 g Glucose, 4,8 g Hepes, und 2,1 g NaHCO3 wurden in 
700 ml Aqua bidest. gelöst, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und die Lösung 
sterilfiltriert. 
Zu 60 ml Lösung wurden bei Gebrauch frisch 120 µl 1M CaCl2 und 119 mg 
Kollagenase gegeben. 
 
Permeabilisierungslösung  
100 ml: 0,1 g Natriumcitrat wurden in 100 ml autoklaviertem Aqua bidest. gelöst und 
100 µl Triton X-100 zugegeben. Die Lagerung erfolgte in 15 µl Aliquots bei  -20°C. 
 
Ponceau S Färbelösung  
100 ml: 0,1 g Ponceau S wurden ad 100 ml in 5 %iger Essigsäure gelöst.  
 
Protein-Laufpuffer   
2 l: 2 g SDS, 6 g Tris-Base und 28,75 Glycin wurden ad 1 l mit Aqua bidest. gemischt. 
 
Protein-Transferpuffer  
1 l: 5,82 g Tris-Base, 2,93 g Glycin, 1,875 ml SDS 20% (w/v) und 200 ml Methanol 
p. a. wurden gemischt und ad 1 l mit Aqua bidest. aufgefüllt. 
 
RbCl (4 M)   
20 ml: 9,67 g RbCl wurden ad 20 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst. 
 
RIPA Puffer   
500 ml: 3,025 g Tris Base, 7,31 g NaCl, 10 ml P40 Nonident, 0,46 g EDTA, 0,5 g SDS 
und 2,5 g DOC wurden in 400 ml Aqua bidest. gelöst. Der pH-Wert wurde mit HCl auf 
8.0 eingestellt und ad 500 ml mit Aqua bidest. aufgefüllt. Die Lagerung erfolgte bei 
4°C. 
 
RIPA+PIC  
50 ml: in 50 ml RIPA wurde 1 Tablette Complete (EDTA-free Protease inhibitor 
cocktail) gelöst. Die Lösung war aliquotiert bei –20°C 3 Monate haltbar. 
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RNA-Laufpuffer  
2 l: 1720 ml autoklaviertes Wasser, 80 ml Formaldehyd (>36,5%) und 200 ml MEN 
Puffer (10x) wurden bei Gebrauch frisch gemischt. 
 
RNA Probenpuffer  
(6% Formaldehyd, 70% Formamid, 0,03% Bromphenolblau, 1xMEN, 1% Ficoll 400) 
2 ml: 330 µl Formaldehyd (>36,5%), 1,4 ml Formamid, 120 µl Bromphenolblau, 200 µl 
MEN Puffer (10x) und 0,02 g Ficoll 400 wurden gemischt und bei –20°C gelagert. 
 
RNase A Lösung (10 mg/ml)  
5 ml: 50 mg RNase A wurden in 5 ml sterilem Aqua bidest. gelöst und 10 Min 
aufgekocht. Die Lösung wurde in Aliquots á 1 ml bei –20°C gelagert. 
 
SDS (20%)  
100 ml: 20 g SDS wurden ad 100 ml in sterilem Aqua bidest. gelöst. 
 
SSC (20x)   
(3 M NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat)  
2 l: 350,64 g NaCl und 176,4 g tri-Natriumcitratdihydrat wurden ad 2 l in Aqua bidest. 
gelöst und á 1 l autoklaviert. 
 
STE-Puffer  
(100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl; pH 8.0)  
1 l: 20 ml 5 M NaCl, 2 ml 500 mM EDTA, 10 ml 1 M Tris-HCl pH 8.0 wurden in 968 ml 
sterilem Aqua bidest. gelöst und autoklaviert. 
 
SYBR®-Green Lösung  
Die 10.000-fach konzentrierte Lösung wurde 1:100 mit DMSO verdünnt und aliquotiert 
unter Lichtausschluß bei –20°C gelagert. 
 
TBE (10x)  
(0,89 M Tris-HCl, 0,89 M Borsäure, 20 mM EDTA)  
1 l: 108 g Tris-Base, 55 g Borsäure und 7,44 g Titriplex III wurden ad 1 Liter in Aqua 
bidest. gelöst und autoklaviert. 
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TBS   
500 ml: 10 ml 1 M Tris-HCl pH 7.5 und 15 ml 5 M NaCl wurden auf 500 ml mit Aqua 
bidest. aufgefüllt und autoklaviert. 
 
TBST  
1 l: 1,21 g Tris Base, 8,76 g NaCl und 1 ml Tween 20 wurden gemischt mit 900 ml 
Aqua bidest., der pH-Wert wurde mit HCl auf 7.6 eingestellt und ad 1 l mit Aqua 
bidest. aufgefüllt 
 
TE-Puffer (pH 8.0)  
(10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA)  
100 ml: 1 ml 1 M Tris-HCl pH 8.0, 0,2 ml 500 mM EDTA pH 8.0 wurden in 98,8 ml 
sterilem Aqua bidest. gelöst und autoklaviert 
 
TFB I (für kompetente Bakterien)  
100 ml: 2,5 ml 4 M RbCl, 5 ml 1 M MnCl2, 1 ml 1 M CaCl2, 0,6 ml 3 M Kaliumacetat 
(pH 6.0), 15 ml steriles Glycerin und 75,9 ml steriles Aqua bidest. wurden bei 
Gebrauch frisch angesetzt.  
 
TFB II (für kompetente Bakterien)  
50 ml: 500 µl 1 M MOPS, 3,75 ml 1 M CaCl2, 500 µl 1 M NaCl, 7,5 ml steriles Glycerin 
wurden mit 37,75 ml sterilem Aqua bidest. gemischt. 
 
Tris-HCl (1 M; pH 7.5)  
1 l: 121,1 g Tris-Base wurden in 800 ml Aqua bidest. gelöst und mit HCl auf den pH 
7.5 eingestellt. Anschließend wurde ad 1 l mit Aqua bidest. aufgefüllt und autoklaviert. 
 
Tris-HCl (1 M; pH 8.0)  
1 l: 121,1g Tris-Base wurden in 800 ml Wasser gelöst und mit konz. HCl auf den pH 
8.0 eingestellt. Anschließend wurde ad 1 l mit Aqua bidest. aufgefüllt und autoklaviert.  
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Waschlösung I für Northern Blots  
(2x SSC, 1 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS) 
1 l: 100 ml SSC 20x, 2 ml 500 mM EDTA und 5 ml SDS 20% wurden mit 893 ml 
sterilem Aqua bidest. gemischt. 
 
Waschlösung II für Northern Blots  
(0,4x SSC, 1 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS)  
1l: 20 ml SSC 20x, 2 ml 500 mM EDTA pH 8.0 und 5 ml SDS 20% wurden mit 973 ml 
sterilem Aqua bidest. gemischt. 
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3 Methoden  
3.1 Herstellung Hitzeschock-kompetenter Bakterien 
Zur raschen Amplifikation von in Plasmide klonierten DNA-Bereichen müssen diese 
Vektoren in Bakterien gebracht werden (siehe 3.3). Unbehandelte Bakterien nehmen 
nur in sehr begrenztem Umfang DNA auf, daher wurden E. coli nach der Methode von 
Hanahan (Hanahan, 1983) kompetent gemacht, das heißt für die Aufnahme von DNA 
vorbereitet. Durch die Behandlung mit zweiwertigen Kationen können Transforma-
tionseffizienzen von bis zu 107 – 108 transformierte Kolonien/µg supercoiled Plasmid-
DNA erreicht werden. Zur Herstellung Hitzeschock-kompetenter Bakterien wurden hier 
E. coli Bakterien des Stammes JM105 (Yanisch-Perron et al., 1985) in 6 ml LB-
Medium über Nacht bei 37°C mit 225 rpm inkubiert. 2 ml der Übernachtkultur wurden 
mit 198 ml LB-Medium und 1/100 VT 1 M KCl sowie 1/50 VT 1 M MgSO4 verdünnt bei 
37°C mit 225 rpm geschüttelt (Certomat® BS-1, B. Braun Biotech Int. Melsungen, 
Deutschland), bis die OD600 0,5 betrug. Die Kultur wurde in vorgekühlte Falcons 
überführt und bei 4°C mit 3000 rpm für 10 Min zentrifugiert (Rotanta K Zentrifuge, 
Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Das Pellet wurde vorsichtig in 50 ml kaltem TFB I je 
100 ml Kultur resuspendiert, 10 Min auf Eis inkubiert und die Lösung wie beschrieben 
zentrifugiert. Die Bakterien wurden in 4 ml frisch angesetztem TFB II je 100 ml Kultur 
durch auf- und abpipettieren aufgenommen und á 200 µl in vorgekühlte Eppendorf-
Tubes aliquotiert. Die Bakterien wurden durch Transformation mit pUCBM20 auf Ihre 
Kompetenz getestet und bei –80°C bis zum Gebrauch gelagert.  
3.2 Lagerung von Bakterienkulturen 
Zur längerfristigen Aufbewahrung von Bakterien wurden diese bei –80 C gelagert. Um 
dabei einer Kristallbildung vorzubeugen wurden je 800 µl der frischen Bakterienkultur 
mit 200 µl autoklaviertem Glycerin versetzt und nach vortexen bei -80°C gelagert. 
3.3 Hitzeschock-Transformation von Bakterien 
Zur Amplifikation von in Expressionsvektoren eingebrachten DNA-Fragmenten 
mussten diese Expressionsvektoren in Bakterien transformiert werden, aus denen sie 
in der exponentiellen Wachstumsphase der Bakterienkultur mittels Plasmidpräparation 
(siehe 3.5) isoliert werden konnten. Zur Transformation wurde ein Aliquot kompetenter 
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Zellen (siehe 3.1) auf Eis aufgetaut und die Bakteriensuspension anschließend mit der 
zu transformierenden DNA, meist Ligationsansätze (siehe 3.17), vermengt. Nach 
30 Min Inkubation auf Eis wurden die Bakterien einem Hitzeschock von 2 Min bei 
42°C ausgesetzt und anschließend sofort 2 Min auf Eis abgekühlt. Dieser Hitzeschock 
macht die Zellwand der kompetenten Bakterien für kurze Zeit permeabel für DNA und 
ermöglicht ein Eindringen dieser in den Zellinnenraum. Nach dem Hitzeschock wurde 
den Bakterien sofort 600 µl nichtselektives LB-Medium zugegeben und die Lösung für 
1 Std bei 37°C und 225 rpm geschüttelt (Certomat® BS-1). Zur Selektion der 
transformierten Bakterien wurde die Lösung auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten 
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
3.4 Selektion transformierter Bakterienkolonien 
Nach der Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien (siehe 3.3) 
wurden diese auf selektiven Nährböden ausgebracht und über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Während dieser Zeit konnten sich nur die erfolgreich transformierten 
Bakterien durch die auf dem Plasmid vorhandene Resistenz vermehren und Kolonien 
bilden. Zur Überprüfung der transformierten Plasmide wurden von den gewachsenen 
Kolonien mit Hilfe von sterilen Zahnstocher 5 ml selektives Kulturmedium inokuliert 
und mindestens 5 Std bei 37°C und 225 rpm inkubiert, bevor die DNA mittels 
Plasmidminipräparation (siehe 3.5.2) isoliert werden konnte.  
3.5 Plasmid-DNA-Isolation 
3.5.1 Plasmidgroßpräparation 
Um bakterielle Plasmid-DNA für Sequenzierungen, Klonierungen und Transfektionen 
zu erhalten, wurde die Methode der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) 
verwendet. Dazu wurden 250 ml LB-Medium mit selektivem Antibiotikum mit 50 µl 
einer Bakterienglycerin- oder Übernachtkultur inokuliert. Nach 16 Std Inkubation unter 
Schütteln mit 225 rpm bei 37°C (Certomat® BS-1) wurde die Kultur in 250 ml GSA-
Zentrifugenbecher überführt. Diese wurden mit dem JLA 10.500 Rotor in einer 
Beckman Avanti J-25 Zentrifuge (Beckman, Palo Alto, USA) mit 5.000 rpm für 15 Min 
bei 4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 50 ml eiskaltem STE-Puffer 
aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde das 
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Pellet in 10 ml kalter Lösung I aufgenommen und gut resuspendiert. 1 ml frisch 
angesetzter Lysozym-Lösung (10 mg/ml) wurde zugegeben und nach dem Mischen 
10 Min auf Eis inkubiert. Für die alkalische Lyse wurden 20 ml frisch angesetzter 
Lösung II, die einen hohen pH-Wert hat, zugeben und der Ansatz 10 Min bei RT 
inkubiert. Zur Abpufferung des hohen pH-Wertes wurden 15 ml kalte Lösung III 
zugegeben und 10 Min auf Eis inkubiert. Die ausgefallenen Proteine und die mit ihnen 
verbundene chromosomale DNA wurden bei der darauf folgenden Zentrifugation für 
15 Min bei 4 C und 8000 rpm von der gelösten Plasmid-DNA getrennt. Der Überstand 
wurde durch 3 Lagen Mull in einen neuen GSA-Becher gefiltert. Zur Fällung der 
Plasmid-DNA wurden 30 ml Isopropanol zugegeben und nach dem Mischen 10 Min 
bei RT inkubiert. Das bei der folgenden Zentrifugation (15 Min, 5000 rpm, 4°C) 
entstehende Pellet aus Plasmid-DNA, RNA und Zelltrümmern wurde in 5 ml EtOH70% 
gewaschen und nach dem Trocknen in 2 ml TE pH 8.0 aufgenommen. Nach der 
Zugabe von 2 ml 5 M LiCl wurden die Ansätze in sterile 15 ml Falcongefäße überführt 
und im Rotor JA 25.50 in einer Beckman Avanti J-25 Zentrifuge bei 4°C und 
10.000 rpm für 10 Min zentrifugiert. Der Überstand wurde zu 4 ml Isopropanol 
gegeben und nach 10 minütiger Inkubation bei RT erneut wie oben beschrieben 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1ml EtOH70% gewaschen und nach dem Trocknen in 
500 µl TE pH 8.0 aufgenommen. Zum Abbau der RNA wurden nach dem Überführen 
in ein Eppendorf-Tube 20 µl RNase-Lösung (10 mg/ml) zugegeben und 30 Min bei 
37°C inkubiert. Es wurden 540 µl 1,6 M NaCl/13% PEG zugegeben und nach kurzem 
vortexen 10 Min bei 4°C mit 13.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 µl TE 
pH 8.0 aufgenommen und zum besseren Lösen der DNA 30 Min bei 37°C inkubiert. 
Restliche Proteine und Peptide wurden durch die folgende Phenolextraktion entfernt. 
Dazu wurden 400 µl Phenol zugegeben, 1 Min gevortext und anschl. 5 Min bei RT mit 
15.000 rpm zentrifugiert. Dabei sammelten sich Proteine und Peptide in der orga-
nischen Phase und Nukleotide in der wässrigen Phase. Der wässrige Überstand 
wurde zu 400 µl Phenol/Chloroform (1:1) gegeben, 1 Min gevortext und 5 Min bei RT 
mit 15.000 rpm zentrifugiert. Um letzte Peptidreste aus der wässrigen Phase zu lösen 
wurde der Überstand zu 400 µl Chloroform gegeben und 1 Min gevortext. Nach der 
anschließenden Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde der Überstand zur 
erneuten DNA-Fällung zu 100 µl 10 M Ammoniumacetat und 1 ml EtOHabs gegeben. 
Nach einer Inkubation von 10 Min bei RT wurde 5 Min bei 4°C mit 13.000 rpm 
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zentrifugiert. Das Pellet wurde in 120 µl EtOH70% gewaschen und nach dem Trocknen 
in je 500 µl TE pH 8.0 aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei –20°C. 
3.5.2 Plasmidminipräparation 
Zur schnellen Gewinnung von Plasmid-DNA wurden Minipräparationen nach der 
Methode der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979) durchgeführt. Die so ge-
wonnene DNA wurde für Identitätsprüfungen klonierter DNA durch Restriktions-
enzyme eingesetzt. Zu analysierende Bakterienkolonien wurden mittels eines sterilen 
Zahnstochers gepickt und in 5 ml LB-Medium mit selektivem Antibiotikum mindestens 
5 Std bei 225 rpm und 37°C wachsen gelassen. Anschließend wurden 2 ml der Kultur 
in ein Eppendorf-Tube überführt und 1 Min bei RT mit 13.000 rpm in einer Labor-
zentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 100 µl kalter 
Lösung I durch auf- und abpipettieren oder vortexen resuspendiert. Anschließend 
wurden 200 µl frisch angesetzter Lösung II zugegeben und nach kurzem mischen 
durch Schütteln (nicht vortexen) 2 Min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 150 µl 
kalter Lösung III wurde kurz gevortext und 3 Min auf Eis inkubiert. Ausgefallene 
Proteine und chromosomale DNA wurden bei einer Zentrifugation von 5 Min bei RT 
mit 13.000 rpm pelletiert. Der Überstand mit der gelösten Plasmid-DNA wurde zu 
500 µl Phenol/Chloroform (1:1) gegeben und mindestens 2 Min gevortext. Nach einer 
5 minütigen Zentrifugation bei RT mit 13.000 rpm wurde der Überstand zu 1 ml 
EtOHabs gegeben und 2 Min bei RT inkubiert. Die gefällte DNA wurde in der folgenden 
Zentrifugation für 10 Min bei RT mit 13.000 rpm pelletiert und anschließend mit 150 µl 
kaltem EtOH70% gewaschen. Das Pellet wurde im speed vac concentrator (Savant 
Instruments, Vaterstetten, Deutschland) getrocknet und in 20 µl TE pH 8.0 
aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei –20°C. 
3.5.3 Plasmidpräparation mittels Ultrazentrifugation 
Zur Transfektion eukaryotischer Zellen für die adenovirale Rekombination wird 
hochreine supercoiled DNA benötigt. Dazu wurde Plasmid-DNA nach dem Protokoll 
der Plasmidgroßpräparation (siehe 3.5.1) bis zur 2. Isopropanol-Fällung isoliert, das 
entstehende Pellet in 6 ml TE pH 8.0 aufgenommen und 6,3 g CsCl zugegeben. Die 
Lösung wurde vorsichtig mittels einer 10 ml Einmalspritze in Quick-Seal-Polyallomer-
Röhrchen überführt und mit 100 µl EtdBr-Lösung (10 mg/ml) überschichtet. Das 
Röhrchen wurde blasenfrei mit Paraffinöl aufgefüllt, austariert und nach Hersteller-
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angaben hitzeversiegelt. In der folgenden Zentrifugation mit einem 50Ti-Rotor in einer 
Beckman Optima™ L-70K Ultrazentrifuge (Beckman, Palo Alto, USA) für 40 Std mit 
40.000 rpm (entspricht 145.000 g) bei 18°C sedimentierte die DNA entsprechend ihrer 
Dichte im CsCl-Gradienten. Aufgrund der gewundenen Konformation der supercoiled 
DNA kann von dem zugegebenen EtdBr weniger interkalieren, als in die linearisierte 
DNA. So ergibt sich ein bedeutender Unterschied in der Dichte zwischen supercoiled 
DNA, linearisierter DNA und der viel kleineren RNA, so dass sich die in Abbildung 5 
gezeigten zwei Banden bildeten.  
 
       
Abbildung 5: Nach Dichte aufgetrennte Nukleinsäuren im CsCl Gradienten nach 40 Std 
Zentrifugation mit 40.000 rpm 
Nach der Zentrifugation wurde das Röhrchen mit einer gelben Kanüle (20G) zum 
Belüften im oberen Bereich angestochen. Mit einer weiteren gelben Kanüle auf einer 
Insulinspritze wurde im Bereich der supercoiled Bande in das Röhrchen gestochen, 
und die Bande vorsichtig abgezogen. Das EtdBr wurde durch 5maliges Ausschütteln 
in CsCl/H2O gesättigtem Butanol entfernt. In einer anschließenden 24 stündigen 
Dialyse gegen 3x1 l TE pH 8.0 wurde das CsCl entfernt. Die gewonnene DNA wurde 
photometrisch quantifiziert, gelelektrophoretisch qualifiziert und ggf. mit Isopropanol 
gefällt. 
RNA
linearisierte DNA 
supercoiled DNA 
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3.6 RNA Isolation 
3.6.1 Gesamt-RNA-Isolation durch Ultrazentrifugation 
Zur Isolation von eukaryotischer RNA wurde die Guanidinisothiocyanat-Methode, 
adaptiert nach Chirgwin et al. (1979) mit anschließender Dichtegradienten-Reinigung 
durchgeführt.  
Einen Tag vor der RNA-Isolation wurde das Medium der Zellkulturschalen, die 
geerntet werden sollten, erneuert. Unmittelbar vor der Lyse der Zellen wurde das 
Medium abgezogen und die Kulturschalen mit 2 ml HBSS gewaschen. Zu den Zellen 
in einem 10 cm2 well wurden 2 ml GIT-Puffer gegeben und die Zellen durch Rühren 
gelöst. Die genomische DNA der im GIT-Puffer lysierten Zellen wurde durch zwei-
maliges scheren durch eine gelbe Kanüle (20G) zerstört. 2 ml CsCl-Puffer (für RNA-
Isolation) wurden in autoklavierte Polyallomer-Zentrifugenröhrchen vorgelegt und mit 
2 ml der Zelllysate überschichtet. Nach dem Austarieren der Zentrifugenröhrchen mit 
Zelllysat wurden die Röhrchen im Rotor Ti60 in einer Beckman Optima™ L-70K 
Ultrazentrifuge für 24 Std bei 21°C mit 21.000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentri-
fugation wurde der Puffer über dem CsCl-Kissen vorsichtig mit einer sterilen Pasteur-
Pipette abgezogen und verworfen und die restliche Flüssigkeit durch schwungvolles 
Invertieren des Röhrchens entfernt. In dieser Position wurde das Röhrchen 2 Min 
positioniert, bevor die Kappe mit einem Skalpell abgeschnitten wurde und das Pellet in 
300 µl 0,3 M NaOAc pH 6.0 resuspendiert wurde. Die Lösung wurde in ein frisches 
Eppendorf-Tube überführt und 800 µl kalter EtOHabs zugegeben. Nach 1 Min vortexen 
folgte eine Inkubation für 15 Min bei –80°C und eine Zentrifugation für 15 Min mit 
14.000 rpm bei 4°C. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 20 µl sterilem 
H2O aufgenommen. Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung erfolgte die 
Lagerung bei –80°C.  
3.6.2 Gesamt-RNA Isolation durch RNeasy® Mini kit 
Alternativ zur RNA Isolation durch Ultrazentrifugation (siehe 3.6.1) kann mit dem 
RNeasy® Mini Kit, ausgehend von wenig Zellmaterial, Gesamt-RNA in relativ kurzer 
Zeit isoliert werden. Die Isolation wurde nach Herstellerangaben durchgeführt: 
Nach dem Abziehen des Kulturmediums wurden 350 µl Puffer RLT je 10 cm2 
Kulturschale zu den Zellen gegeben. Puffer RLT lysiert die Zellen, inaktiviert RNasen 
durch das enthaltene Guanidinisothiocyanat und entfernt die an die RNA assoziierten 
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Proteine durch enthaltenes β-Mercaptoethanol. Die Zelllysate wurden zum Homo-
genisieren und Scheren der genomischen DNA auf eine QIAshredder-Säule gegeben 
und 2 Min bei RT mit 14.000 rpm in einer Laborzentrifuge zentrifugiert. Nach der 
Zugabe von 350 µl EtOH70% wurde der Durchfluss auf eine RNeasy Mini-Säule 
gegeben und für 15 Sek mit > 10.000 rpm zentrifugiert. Die gebundene RNA wurde 
mit 700 ml Puffer RW1 und zweimal mit je 500 µl Puffer RPE und anschließender 
Zentrifugation wie beschrieben gewaschen. Zur Elution der an die Silica-Gel-Matrix 
gebundenen RNA wurde die Säule in ein frisches Eppendorf-Tube gesetzt und nach 
Zugabe von 35 µl RNase freiem Wasser 1 Min mit 14.000 rpm zentrifugiert. Nach 
photometrischer Konzentrationsbestimmung erfolgte die Lagerung bei –80°C.  
3.7 Quantifizierung von Nukleinsäuren 
Für weitere Arbeitsschritte mit isolierten Nukleinsäuren musste die Konzentration der 
gelösten DNA oder RNA bestimmt werden. 
3.7.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung 
Die Konzentrationsbestimmung isolierter Nukleinsäuren erfolgte durch eine Messung 
der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm mit Hilfe eines Photometers 
(GeneQuant, Pharmacia Biotech, England) und einer Quarzküvette. Dazu wurden 2 µl 
der DNA- bzw. RNA-Lösung mit 98 µl H20 verdünnt gegen den zuvor eingestellten 
Nullwert von H20 gemessen. Da 50 µg/ml dsDNA und 40 µg/ml RNA einer Absorption 
(A260) von 1,0 entsprechen ergibt sich die Konzentration einer Nukleotidlösung wie 
folgt: 
dsDNA: A260 * Verdünnungsfaktor * 50 = dsDNA [µg/ml] 
RNA: A260 * Verdünnungsfaktor * 40 = RNA [µg/ml] 
 
Die Reinheit einer Nukleotidlösung wird durch den Quotienten A260/A280 angezeigt. 
Eine reine DNA-Lösung wird durch einen Quotienten von 1.8-2.0 indiziert, eine reine 
RNA-Lösung durch einen Quotienten von 1.9-2.0. Werte darunter deuten auf eine 
Verunreinigung durch Proteine oder Phenol hin.  
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3.7.2 Konzentrationsbestimmung mit SYBR®-Green 
Der Gesamt-DNA-Gehalt eukaryotischer Zellkulturen wurde durch Anfärben der DNA 
mit SYBR®-Green I Nucleic Acid Gel Stain und anschließender Detektion der 
Fluoreszenz bestimmt. Die Kalibrierung wurde mit in Assaypuffer gelöster Kalbs-
thymus-DNA der Konzentrationen 0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 und 
500 ng/200 µl durchgeführt. Zur Messung wurden in Doppelansätzen 200 µl der in 
Assaypuffer gelösten Zellen sowie der Kalibrierlösungen in schwarze FluoroNunc™ 
Module MaxiSorp gegeben und unter Lichtausschluss 10 µl SYBR®-Green Lösung 
zugegeben. SYBR®-Green hat eine hohe Affinität zu Nukleinsäuren und sein 
Fluoreszenzsignal wird durch die Bindung an DNA verstärkt. Nach kurzem Mischen 
auf dem Mikrotiterplattenschüttler wurde die Fluoreszenz in einem Victor Multilabel 
Counter (Wallac Oy, Turku, Finnland) bei 485 nm Extinktion und 525 nm Emission 
gemessen. 
3.8 Lysate eukaryotischer Zellen 
Zellkultur 
Zur Gesamt-Proteingewinnung aus Zellkulturen wurden Zelllysate hergestellt. In 
6-well-Platten kultivierte Zellen wurden nach Abziehen des Mediums 2x mit je 1 ml 
kaltem HBSS gewaschen und anschließend je nach Zelldichte mit 150-300 µl 
Lysepuffer je well versetzt. Die im Lysepuffer enthaltenen Detergenzien bewirken eine 
Perforierung der Zellmembranen und erleichtern so das durch den hohen osmotischen 
Sog hervorgerufene Herausströmen der Zellflüssigkeit. Zur Stabilisierung der nun 
ungeschützten Proteine befinden sich ebenfalls Chelatbildner und Proteaseinhibitoren 
im Lysepuffer. Nach 5 Min Inkubation bei RT wurden die Zellen losgekratzt und 10x 
durch eine braune Kanüle (25G) gezogen. Die in Eppendorf-Tubes überführten Lysate 
wurden mindestens 3 Std auf Eis inkubiert und anschließend bei 4°C mit 12.000 rpm 
für 10 Min in einer Biofuge (Heraeus, Rotor #3332) zentrifugiert. Der Überstand wurde 
in frische Eppendorf-Tubes überführt bis zur weiteren Verwendung bei –20°C 
gelagert. 
 
Organe 
Stücke der den Ratten entnommenen Organe wurden bei -80°C tiefgekühlt. Zur 
Lysatherstellung wurden die Organstücke in einem mit flüssigem Stickstoff vorge-
kühlten Mörser unter Stickstoff zu feinem Pulver zermörsert. Eine Spatelspitze dieses 
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Pulvers wurde in 500 µl RIPA+PIC gelöst und mehrfach durch eine 25 G Kanüle 
geschert. Die Lösung wurde 5 Min bei 13.000 rpm in einer Eppendorf 5415D Labor-
zentrifuge zentrifugiert und der Überstand anschließend in ein frisches Eppendorf-
Tube überführt und bei -20°C gelagert. Die Lysate wurden vor Verwendung für eine 
SDS-PAGE (siehe 3.10.3) 1:10 mit RIPA+PIC verdünnt.  
3.9 Quantifizierung von Proteinen 
Die Quantifizierung von Gesamt-Proteingehalten in Zelllysaten (siehe 3.8) erfolgte mit 
dem Protein Assay von Bio-Rad. In dem von Bradford (Bradford, 1976) beschriebenen 
Verfahren bindet in saurem Milieu Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine, 
wodurch sich das Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Die 
Absorptionszunahme bei 595 nm mit steigendem Proteingehalt kann photometrisch 
erfasst werden. Zur Messung wurde 1 µl des Zelllysates in 799 µl Aqua bidest. 
verdünnt und 200 µl der Bio-Rad Färbelösung zugegeben. Nach kurzem vortexen 
wurde 5 Min bei RT inkubiert und anschließend die Absorption am Spektralphotometer 
Cary 50 Probe (Varian, Darmstadt, Deutschland) gemessen. Die Proteinkonzentration 
konnte anhand einer zuvor erstellten Standardgeraden für bekannte BSA-Konzen-
trationen abgelesen werden.  
3.10 Gelelektrophoretische Auftrennungen 
3.10.1 DNA-Gelelektrophorese 
Von Restriktionsenzymen geschnittene DNA (siehe 3.13) wurde zur optischen 
Kontrolle oder Isolation einzelner Fragmente gelelektrophoretisch nach Fragment-
länge aufgetrennt. Dabei wandert die, im neutralen oder alkalischen Milieu negativ 
geladene, DNA in einem elektrischen Feld zur Anode. Die Wandergeschwindigkeit der 
Fragmente hängt dabei in einem Agarosegel umgekehrt proportional vom log der 
Basenpaarzahl ab, so dass kurze Fragmente schneller wandern als lange (Helling et 
al., 1974). Zur Abschätzung der Fragmentlängen wurde stets ein Marker mit 
bekannten Fragmentgrößen mitgeführt (λ−DNA, HindIII geschnitten oder 100 bp 
Leiter). Bei dsDNA beeinflusst zusätzlich die Konformation die Wandergeschwin-
digkeit. Dabei wandern kompakte Konformationen wie kurze lineare Stücke oder 
supercoiled DNA schneller, als eher locker gepackte Konformationen. So konnte auch 
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die Konformation nicht restringierter DNA kontrolliert werden. Je nach Größe der 
aufzutrennenden Fragmente wurden verschiedene Agarosekonzentrationen gewählt 
(siehe Tabelle 1).  
 
Agarose 
[% (w/v)] 
Optimaler Trenn-
bereich [kb] 
0,3 5 - 60 
0,6 1 - 20 
0,7 0,8 - 10 
0,9 0, 5- 7 
1,2 0,4 - 6 
1,5 0,2 - 3 
2,0 0,1 - 2 
Tabelle 1: Trennbereiche von Agarosegelen verschiedener Konzentration 
 
In der Praxis wurden, sofern nicht anders angegeben, 1% Agarosegele verwendet. 
Die Agarose wurde in TBE-Puffer durch Erhitzen gelöst und während des Auskühlens 
0,3 µg/ml EtdBr-Lösung (10 mg/ml) zugegeben. Das EtdBr interkaliert zwischen die 
Basen der DNA und macht sie unter UV-Licht (254 nm) sichtbar. Die DNA-Proben 
wurden mit 5x DNA-Stop Mix beschwert und das Gel in 1xTBE-Puffer gegeben. Die 
Elektrophorese erfolgte mit 4-6 V/cm Elektrodenabstand. Abschließend wurde jedes 
Agarosegel auf einem UV-Transilluminator (TFP-M/WL, MWG-Biotech, Ebersberg, 
Deutschland) photografiert. 
3.10.2 RNA-Gelelektrophorese 
Um einzelne mRNA-Bereiche im Northern Blot (siehe 3.18) mit spezifischen Sonden 
nachweisen zu können, musste die Gesamt-RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt 
werden. Ähnlich wie DNA wandert auch RNA im elektrischen Feld zur Anode, die 
Wandergeschwindigkeit hängt dabei von Fragmentlänge und -konformation ab. Die 
Elektrophorese wurde zur Vermeidung von Sekundärstrukturen der RNA unter de-
naturierenden Bedingungen durchgeführt. Zur Entfernung vorhandener RNasen 
wurden Elektrophoresekammer, Gelträger und -kamm vor dem Gelgiessen mit 
1%-iger SDS-Lösung gewaschen. Für das Agarosegel wurden 2 g Agarose in 146 ml 
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sterilem Aqua bidest. durch Erhitzen gelöst. Nach dem Abkühlen auf circa 65°C 
wurden 20 ml MEN-Puffer (10x) und 34 ml Formaldehyd (>36,5%) unter dem Abzug 
zugegeben und nach kurzem Mischen das Gel in den Gelträger mit -kamm gegossen. 
Nach mindestens 45 Min wurde das erstarrte Gel in den RNA-Laufpuffer gegeben. Die 
Volumina der Proben wurde nach der Quantifizierung (siehe 3.7.1) mit sterilem Aqua 
bidest. ausgeglichen und 1:1 mit RNA-Probenpuffer versetzt. Nach einer Inkubation 
von 10 Min bei 70°C wurde 1 µl EtdBr (10 mg/ml) zur Visualisierung der RNA unter 
UV-Licht zugegeben und die Proben aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte über 
Nacht bei 30 V in einem 15 x 20,5 cm Gelträger. 
3.10.3 Protein-Gelelektrophorese 
Zur Analyse von Proteinmischungen können diese dem Molekulargewicht ent-
sprechend in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt 
werden (Laemmli, 1970). Dazu wurden die Zelllysate (siehe 3.8) 1:5 mit NuPage LDS-
Sample buffer sowie 1 µl 1 M DTT versetzt und für 5 Min auf 95°C erhitzt. Das im 
Puffer enthaltene SDS denaturiert dabei die durch das DTT reduzierten Proteine und 
inhibiert Quartärstrukturen. Dabei bindet das negativ-geladene SDS mit konstantem 
Ladungs-/Masse-Verhältnis (1,4 g SDS/g Protein) an die Proteine. Die SDS-Protein-
Komplexe wandern im elektrischen Feld zur Anode und werden dabei durch den 
Siebeffekt der Polyacrylamid-Matrix ihrem Molekulargewicht (MG) entsprechend 
aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte in Protein-Laufpuffer mit 25-30 mA bei einem, 
und mit 48 mA bei zwei Gelen in einer Novex EL 9001-XCell II™ Mini-Cell Protein-
laufkammer (Novex, San Diego, USA), bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht 
hatte. Je nach MG des zu analysierenden Proteins wurden verschieden konzentrierte 
10x10 cm Tris-Glycin-Polyacrylamid-Fertiggelen (siehe Tabelle 2) verwendet. 
Zur gleichzeitigen Analyse mehrerer Proteine mit stark differierenden MG wurden 
4-12%ige Tris-Glycin-Polyacrylamid-Gele verwendet. Zur späteren MG-Abschätzung 
wurden als Marker 12 µl BENCHMARK™ Prestained Protein Ladder oder 10 µl 
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard mitgeführt.  
Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine mittels Western Blotting (siehe 3.19) 
auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. 
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% 
Polyacrylamid 
Optimaler Trenn-
bereich [kD] 
4 80 - 220 
6 60 - 200 
8 40 - 100 
10 20 - 70 
12 20 - 60 
15 10 - 40 
Tabelle 2: Trennbereiche von Polyacrylamidgelen verschiedener Konzentration 
3.11 DNA-Sequenzierung 
Zur Sequenzanalyse von DNA wurde der Bereich von Interesse mit einem 
spezifischen Primer in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert. Die 
Nukleotide, die dieser Reaktion zugegeben wurden, waren je nach Base ver-
schiedenfarbig fluoreszenzmarkiert. Die Abfolge der verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffe wurde nach Anregung durch einen Laser von einer CCD-Kamera ermittelt 
und von einer Konvertierungssoftware als Sequenz ausgegeben. In die Amplifikation 
wurden 500 ng der zu sequenzierenden DNA eingesetzt und 8 µl Big Dye® Terminator 
v1.1 Cycle Sequencing Kit, der die verschieden markierten dNTPs enthielt, 
zugegeben. Nach Zugabe von 40 ng des spezifischen Primers wurde das Volumen 
auf 20 µl mit Aqua bidest. aufgefüllt und in die folgende PCR in einem T3 
Thermocycler (Biometra, Göttingen, Deutschland) eingesetzt: 
     5 Min   95°C 
     30 Sek 95°C 
     20 Sek 50°C  x 49 
     4 Min  60°C 
     ∞    4°C 
Anschließend wurden die PCR-Produkte mit nach Herstellerangaben vorbereiteten 
Centri-Sep spin columns aufgereinigt und nach Trocknung im speed vac concentrator 
(Savant Instruments, Vaterstetten, Deutschland) in 20 µl template suppression 
reagent aufgenommen und 2 Min bei 95°C denaturiert. Die Analyse erfolgte mit einem 
ABI PRISM ® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA). 
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3.12 Klonierungen 
Zur Klonierung verschiedener Expressionskonstrukte wurde im Allgemeinen zunächst 
das DNA-Fragment von Interesse aus einer sog. Donor-DNA mittels Restriktions-
endonukleasen herausgeschnitten, sowie die Empfänger-DNA, i. d. R. ein Express-
ionsvektor, ebenso aufgeschnitten (siehe 3.13). Unterschieden sich die Restriktions-
enzymschnittstellen von Empfänger-DNA und DNA-Fragment wurden die über-
hängenden Enden mittels Klenow-Fragment zu glatten Enden aufgefüllt (siehe 3.14). 
Fragment und restliche Donor-DNA wurden ebenso wie Empfänger-DNA und ggf. 
herausgeschnittene Fragmente in einer Gelelektrophorese (siehe 3.10.1) voneinander 
getrennt und die benötigten DNA-Stücke aus dem Agarosegel isoliert (siehe 3.15). Die 
Empfänger-DNA wurde zum Schutz vor Religationen mit Hilfe von alkalischer 
Phosphatase dephosphoryliert (siehe 3.16) und anschließend mittels Ligase (siehe 
3.17) mit dem DNA-Fragment verbunden. Der korrekte Einbau des Fragmentes in den 
Vektor wurde nach Transformation (siehe 3.3) und Amplifikation in Bakterien durch 
Plasmidminipräparation (siehe 3.5.2), charakteristischer Testrestriktion und 
anschließender Gelelektrophorese überprüft.  
3.13 Schneiden von DNA mittels Restriktionsendonukleasen 
Um spezifische DNA-Abschnitte zu erhalten, wurden diese mittels Restriktions-
enzymen aus dsDNA herausgeschnitten. Die ursprüngliche Aufgabe dieser 
bakteriellen Enzyme ist der Schutz der Bakterien vor Fremd-DNA (Bakteriophagen). 
Dazu zerstören die Restriktionsendonukleasen die Fremd-DNA durch Zerschneiden 
an spezifischen Sequenzen. Die bakterielle DNA wird dabei durch spezielle 
Methylierungsmuster dieser Sequenzen geschützt. Die in dieser Arbeit verwendeten 
Restriktionsenyme des Typs II erkennen DNA-Sequenzen von 4-6 bp Länge, die 
häufig palindromisch aufgebaut sind, und schneiden innerhalb dieser Sequenzen. So 
ergeben sich DNA-Fragmente mit glatten („blunt“) Enden oder mit 3’- oder 5’- über-
hängenden („sticky“) Enden bekannter Sequenzen.  
Restriktionen wurden, wenn nicht anders angegeben, für eine Stunde bei 37°C mit 3 U 
Enzym pro µg DNA in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer durchgeführt. Für 
analytische Restriktionen wurde dabei in der Regel 1 µg DNA eingesetzt. 
Restriktionen mit zwei Enzymen wurden gleichzeitig durchgeführt, wenn die 
erforderlichen Puffer nicht zu unterschiedlich waren. Bei stark unterschiedlichen 
Reaktionsbedingungen wurde zunächst mit dem Enzym geschnitten, welches den 
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niedrigsalzigeren Puffer benötigte und nach 1 Std Inkubation bei 37°C das zweite 
Enzym und der höhersalzige Puffer zugegeben und erneut 1 Std bei 37°C inkubiert. 
3.14 Auffüllreaktion mit Klenow-Fragment 
Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit überhängenden Enden mit Fragmenten/ 
Vektoren mit glatten Enden werden die überhängenden 5’-Enden mit Hilfe des 
Klenow-Fragmentes (großes Fragment der DNA-Polymerase I von E. coli) unter 
Zugabe von Nukleotiden aufgefüllt. Überhängende 3’-Enden werden dabei von der 
3’-5’-Exonukleaseaktivität des Klenow-Fragmentes zu ebenfalls glatten Enden 
abgebaut. Dazu wurden dem Restriktionsansatz nach erfolgter Restriktion 6 µl 
Nukleotidmix, 2 µl Klenow-Fragment und 12 µl Aqua bidest. zugegeben und für 1 Std 
bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz durch eine Gelelektrophorese 
aufgereinigt (siehe 3.10.1). 
3.15 DNA-Isolation aus Agarosegelen 
Um ein bestimmtes DNA-Fragment zu erhalten, wurde nach der Restriktion der DNA 
eine Agarosegelelektrophorese durchgeführt (siehe 3.10.1) und anschließend das 
benötigte Fragment aus der Agarose isoliert. Dazu wurde zunächst nach erfolgter 
Elektrophorese die Bande der entsprechenden Größe auf einem UV-Tisch mittels 
eines sterilen Skalpells herausgeschnitten und in einen VISKING Dialysierschlauch 
überführt. Der Schlauch wurde mit 0,1x TBE gefüllt und an beiden Enden mit 
Schlauchklammern verschlossen. Der Schlauch wurde in eine mit 0,1x TBE gefüllte 
Elektrophoresekammer gelegt und die Elektroelution der DNA aus der Agarose 
erfolgte für 1 Std bei 200 V. Die Flüssigkeit wurde anschließend in Eppendorf-Tubes 
überführt und die DNA mit 0,1 VT 3 M NaOAc (pH 6.8) und 2,5 VT EtOHabs für 30 Min 
bei –80°C gefällt. Das in der 20 minütigen Zentrifugation bei 4°C mit 13.000 rpm 
entstandene Pellet wurde mit EtOH70% gewaschen und anschließend in Aqua bidest. 
aufgenommen. 
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3.15.1 Vorbereitung der Dialysierschläuche 
Die zu Elektroelution und Dialyse benötigten Dialysierschläuche mussten vor 
Gebrauch vorbehandelt werden. Dazu wurde der Dialysierschlauch in 5-6 cm lange 
Stücke geschnitten in 2% NaHCO3/1mM ETDA für 10 Min gekocht. Nach mehrfachem 
Waschen mit Aqua bidest. wurden die Schlauchstücke 10 Min in 1 mM EDTA (pH 8.0) 
gekocht. Die Lagerung erfolgte bei 4°C in frischer 1 mM EDTA Lösung. 
3.16 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
Wird ein Vektor mit Restriktionsenzymen geschnitten, entstehen mit einem 
5’-Phosphat- und einem 3’-Hydroxy-Ende zwei kompatible Enden, die wieder 
miteinander ligieren können. Zur Vermeidung dieser Religation wurde der linearisierte 
Vektor mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Dazu wurde der geschnittene 
Vektor mit 3 µl alkalischer Phosphatase und 0,1 VT 10x Dephosphorylierungspuffer 
für 30 Min bei 37°C und anschließend 30 Min bei 55°C inkubiert. Zur Aufreinigung 
wurden die Ansätze mit 1 VT Phenol/Chloroform versetzt, und anschließend mit 
EtOHabs. präzipitiert.  
3.17 Ligation von DNA-Fragmenten 
Zur kovalenten Verbindung einzelner DNA-Fragmente wurde die DNA-Ligase des T4-
Bakteriophagen verwendet. Diese bildet unter ATP-Verbrauch Phosphodiester-
bindungen zwischen zwei Nukleotiden, indem sie die 5’-Phosphatgruppe des einen 
Fragmentes mit der 3’-Hydroxygruppe des zweiten Fragmentes verbindet (Weiss et 
al., 1968). Das Temperaturoptimum dieses Enzyms liegt bei 37°C. Ligationen wurden 
jedoch bei 12°C durchgeführt, um die meist kurzen Bereiche der dsDNA, welche die 
Fragmente kohäsiv verbinden nicht thermisch zu denaturieren. Dabei steigt die 
einzusetzende Mindestmenge an DNA, je kleiner die Fragmentlänge ist (Dugaiczyk et 
al., 1975). 
Ligationen wurden mit einem 3-fach molaren Überschuss des Inserts zum Vektor, 
0,1 VT des ATP-haltigen Ligationspuffers und 2 µl DNA-Ligase in einem Volumen von 
20 µl über Nacht bei 12°C durchgeführt. Anschließend wurden die Ligationsansätze in 
Hitzeschock-kompetente Bakterien transformiert (siehe 3.3), die erfolgreich transfor-
mierten Bakterien selektioniert und die neu klonierte Plasmid-DNA nach Amplifikation 
in Bakterien isoliert (siehe 3.5.1).  
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3.18  Northern Blot 
In der nach Alwine (Alwine et al., 1977) modifizierten Northern Blot-Methode zum 
Nachweis einzelner mRNA mittels spezifischer DNA-Sonden, wurde die in der 
Gelelektrophorese nach Größe aufgetrennte Gesamt-RNA (siehe 3.10.2) von einem 
Agarosegel auf eine Nylonmembran übertragen und schließlich mit einer radioaktiv 
markierten Sonde hybridisiert. Die gebundene Sonde konnte durch Autoradiographie 
detektiert werden und anhand der Größe der RNA verifiziert werden.  
3.18.1 Blotting von RNA auf eine Nylonmembran 
Zum Schutz vor RNasen wurden alle verwendeten Gegenstände zuvor mit einer 
1% SDS-Lösung gewaschen. Hybond N Nylonmembran und 3x 3 MM Chromato-
graphie-Whatmanpapier wurden auf die Größe des Agarosegels zugeschnitten und 
weitere drei Bögen Whatmanpapier auf die gleiche Höhe des Gels, jedoch so lang, 
dass sie später an beiden Seiten in den Puffer reichten. Das Agarosegel (siehe 
3.10.2) wurde zur Dokumentation unter UV-Licht photografiert. Für den Transfer 
wurden die drei größeren Lagen in 6x SSC getränktes Whatmanpapier über einen 
Kunststoffsteg gelegt, so dass die Enden in die mit 20x SSC gefüllte Wanne unter 
dem Steg eintauchen konnten. Das Gel wurde mit den Öffnungen der Taschen nach 
unten aufgelegt. Parafilm an den Rändern des Gels verhinderte dabei einen 
Flüssigkeitstransfer am Gel vorbei. Die Hybond N Membran wurde auf das Gel 
platziert und mit 20x SSC benetzt. Darauf folgten die drei passgenauen Lagen in 
6x SSC getränktes Whatmanpapier. Zwischen allen Lagen des Aufbaus wurden 
Luftblasen durch Herausrollen mit einer sterilen Kunststoffpipette entfernt. Der Aufbau 
wurde abgeschlossen mit einem Stapel Papierhandtücher, der mit einer Glasplatte 
und einem ca. 1 kg Gewicht beschwert wurde. Der RNA-Transfer erfolgte über Nacht 
bei RT. Anschließend wurden während des Abbaus die Gelslots auf der Rückseite der 
Membran mit Kugelschreiber markiert und die Membran nach Trocknung bei RT zur 
Fixierung der RNA für 2 Std bei 80°C (Heraeus Wärmeschrank B5060, Heraeus, 
Osterode, Deutschland) gebacken. Das Agarosegel wurde als Nachweis für den 
Transfer erneut unter UV-Licht photografiert.  
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3.18.2 Radioaktive Markierung von DNA durch random priming 
In der von Feinberg und Vogelstein (1983) beschriebenen Methode zur radioaktiven 
Markierung von DNA wird ein Gemisch aus randomisierten Hexanukleotiden zur 
denaturierten DNA gegeben. Durch langsames Abkühlen können die Oligonucleotide 
spezifisch binden und in der folgenden Polymerasereaktion als Primer dienen, in der 
durch Zugabe radioaktiv markierter dNTPs neue radioaktive DNA-Stränge entstehen.  
Dazu wurden zu 100 ng aufgekochter Sonden-DNA 5 µl der Random-Primer, 10 µl 
Puffer und 2 µl Klenow-Fragment (alles Labelling kit) sowie 18 µl steriles Aqua bidest. 
und 5 µl [α32P]dCTP gegeben und für 1 Std bei 37°C inkubiert. Die radioaktiv 
markierte Sonde wurde über eine G50-Sephadex Säule von freien Nukleotiden befreit 
und aufgereinigt. Die Radioaktivität wurde in einem Microbeta™ Counter gemessen.  
3.18.3 Hybridisierung  
Während der Hybridisierung bindet die Sonde, ein DNA-Fragment des Transkripts, 
das detektiert werden soll, spezifisch an seine komplementäre mRNA-Sequenz. Durch 
die radioaktive Markierung der Sonden-DNA ist schließlich ein Signal auf Höhe der 
gesuchten mRNA zu sehen, wenn die Sonde binden konnte. Die Größe der mRNA 
lässt sich mit Hilfe der 18S rRNA und 28S rRNA bestimmen: Die 18S rRNA einer 
Ratte besteht aus 1874 bp (Chan et al., 1984) und die 28S rRNA einer Ratte 
beinhaltet 4718 bp (Chan et al., 1983). 
Zum Blocken der freien Bindungsstellen der Nylonmembran wurde diese mit 200 ml 
Hybridisiermix und 2 ml aufgekochter Heringsperma-DNA für 2 bis 3 Std in einem 
37°C Wasserbad inkubiert. Die radioaktiv markierte Sonde und 1 ml Heringsperma-
DNA wurden 5 Min aufgekocht und anschließend mit 50 ml Hybridisiermix und der 
geblockten Nylonmembran über Nacht bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran dreimal für je 20 Min gewaschen, zunächst in 
100 ml Waschlösung I in einem 55°C Wasserbad, dann 2x in je 100 ml Wasch-
lösung II in einem 50°C Wasserbad. Zum Nachweis der gebundenen radioaktiven 
Sonde wurde in der folgenden Autoradiographie ein Kodak X-OMAT AR Film mit der 
gewaschenen Membran in einer Autoradiographiecassette bei –80°C inkubiert.  
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3.19 Western Blot 
Zur Detektion einzelner Proteine in einem Proteingemisch werden die in der SDS-
PAGE (siehe 3.10.3) nach MG aufgetrennten Proteine mittels Western Blotting 
elektrophoretisch aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran über-
tragen (Towbin et al., 1979). Im semi-dry-Verfahren werden dazu auf die Kathode drei 
in Transferpuffer getränkte Lagen Whatmanpapier gelegt, darauf das ebenfalls 
getränkte Polyacrylamidgel. Die Nitrozellulose-Membran wird zunächst 10 Min in 
30% igem Methanol aktiviert, dann mit Proteintransferpuffer getränkt und auf dem 
SDS-Gel platziert. Abschließend folgen erneut drei Lagen in Transferpuffer getränktes 
Whatmanpapier und die Anode. Zwischen allen Lagen des Aufbaus wurden 
vorhandene Luftblasen durch Herausrollen mit einer Pasteurpipette entfernt. Der 
Proteintransfer erfolgte für 2 Std bei 42 mA in einer Fast Blot B33 Apparatur 
(Biometra, Göttingen, Deutschland). Zur Kontrolle der Transfereffizienz wurde die 
Membran anschließend mit Ponceau S gefärbt und photografiert. Die in der 
Ponceau S-Lösung enthaltene Trichloressigsäure fixierte dabei zusätzlich die durch 
hydrophobe Wechselwirkungen an die Membran gebundenen Proteine. Nach dem 
Abwaschen der Färbelösung mit TBST wurden die freien Proteinbindungsstellen der 
Membran über Nacht bei 4°C mit 5%iger Milchpulverlösung abgesättigt. Anschließend 
wurde die Blockierlösung verworfen und Reste durch Schwenken in TBST für 10 Min 
abgewaschen. Der Primärantikörper wurde in 3 ml Milchpulverlösung und 7 ml TBST 
verdünnt bei RT 3 Std mit der Membran inkubiert und band dabei spezifisch an sein 
Antigen, das zu analysierende Protein. Durch dreimaliges Waschen der Membran für 
5 Min mit TBST wurden ungebundene Reste des ersten Antikörpers entfernt und die 
Membran anschließend in einer Verdünnung des Sekundärantikörpers mit 3 ml 
Milchpulverlösung und 7 ml TBST für 2 Std bei RT geschwenkt. Der zweite Antikörper 
richtet sich gegen die Spezies-spezifische konstante Region des Primärantikörpers 
und ist mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert. Nach dreimaligem Waschen der 
Membran mit TBST und zweimaligem Waschen mit TBS katalysiert die Peroxidase die 
Oxidation des zugegebenen Luminols zu 3-Aminophthalat (enthalten in SuperSignal® 
West Dura Extended Duration Substrate). Das vom 3-Aminophthalat emittierte Licht 
wurde mittels einer CCD-Kamera in einem Lumi-Imager (Roche, Mannheim, 
Deutschland) detektiert und analysiert.  
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Stripping von Western Blot Membranen 
Sollten auf derselben Membran weitere Proteine mit anderen Antikörpern 
nachgewiesen werden, wurde die Membran über Nacht bei RT in 15 ml Restore™ 
Western Blot Stripping Buffer geschwenkt. Damit wurden die bisher verwendeten 
Antikörper abgewaschen ohne die gebundenen Proteine zu entfernen, so dass mit 
einem weiteren Primärantikörper und entsprechendem Sekundärantikörper weitere 
auf der Membran gebundene Proteine analysiert werden konnten.  
 
3.20 Präparation, Kultivierung und Lagerung eukaryotischer Zellen 
3.20.1 Isolierung von Hepatischen Sternzellen aus Rattenlebern 
Adulte männliche Sprague-Dawley Ratten (550-800 g) mit freiem Zugang zu Futter 
(Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser wurden durch eine intraperitoneale 
Injektion von Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (7 mg/kg Körper-
gewicht) betäubt. Die Hepatischen Sternzellen wurden durch die Zwei-Schritt 
Pronase-Kollagenase-Methode zur Präparation von Rattenleberzellen isoliert. In 
einem ersten Schritt wird dabei die Leber zur Entfernung von interzellularem Ca2+ mit 
Medium ohne Ca2+ vorperfundiert und im folgenden zweiten Schritt mit Ca2+-haltigem 
Pronase-Kollagenasemix perfundiert ( Seglen, 1973; Schaefer et al., 1987). Daher 
wurde die Leber zunächst in-situ mit 200 ml [10 ml/Min] HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ 
prä-perfundiert und dann auf einem Tropftrichter mit 100 ml Lösung 1 perfundiert. Die 
anschließende rezirkulierende Perfusion erfolgte für circa 30 Min mit 60 ml [10 ml/Min] 
Lösung 2. Nach Überführen der Leber in eine sterile Petrischale wurde sie mit 100 ml 
Lösung 3 übergossen und in kleine Stücke zerteilt. Der pH-Wert wurde auf 7.3 
eingestellt, und die Zellsuspension durch 100 µm Nylongaze in Falconröhrchen 
gefiltert und für 7 Min bei 450x g und 4°C in einer Omnifuge 2.0RS (Heraeus 
Sepatech, Osterode, Deutschland, Rotor BS4402/A) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 
eiskalter Lösung 4 resuspendiert. Die zu isolierenden HSC wurden durch eine 
Dichtegradientzentrifugation mit 8,25% Nycodenz® wie bei Schaefer et al. (1987) 
beschrieben aufkonzentriert. Die resultierende weiße HSC-Bande wurde abgehoben, 
auf 50 ml mit HBSS aufgefüllt und für 7 Min bei 450x g und 4°C in einer Omnifuge 
2.0RS (Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland, Rotor BS4402/A) zentrifugiert. 
Das Zellpellet wurde in 5 ml HBSS resuspendiert und die Zellzahl mittels Zählung in 
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der Neubauer-Kammer bestimmt. Die HSC wurden je nach Bedarf in folgenden 
Mengen in Medium für HSC ausgebracht: Petrischalen 2,5*106 Zellen in 10 ml 
Medium, 6-well-Platten mit 0,3*106 Zellen in 2 ml Medium je well und 12-well-Platten 
mit 0,09*106 Zellen in 1 ml Medium je well. Die Reinheit der Zellpräparation wurde 
überprüft durch Lichtmikroskopie, Vitamin A-Autofluoreszenzprüfung und positive 
Immunfluoreszenzfärbung (Zerbe und Gressner, 1988) 
3.20.2 Kultivierung von Myofibroblasten aus Hepatischen Sternzellen 
rMFB wurden gewonnen durch 7-tägige Kultivierung von isolierten rHSC, 
Trypsinierung und Aussaat in eine frische Kulturschale in Medium für rMFB. 
3.20.3 Isolierung von Hepatozyten aus Rattenlebern 
Adulte männliche Sprague-Dawley Ratten (140-250 g) mit freiem Zugang zu Futter 
(Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser wurden durch eine intraperitoneale 
Injektion von Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (7 mg/kg Körper-
gewicht) betäubt. Die Ratte wurde fixiert, die Bauchhöhle aufgeschnitten und die 
freigelegte Pfortader mit einer Braunüle kanuliert. Die Perfusion erfolgte nach 
Entnahme der Metallkanüle mit 200 ml auf 37°C erwärmter Perfusionslösung A mit 
10-20 ml/Min für 5-10 Min. Anschließend wurde mit 40-50 ml/Min Perfusionslösung B 
bei 37°C rezirkulierend für 5-10 Min weiter perfundiert, bevor die Leber in eiskaltes 
DMEM-Medium mit 10% FKS überführt, die Glisson-Kapsel mit Pinzetten entfernt und 
das Gewebe zerkleinert wurde. Die Zellsuspension wurde durch Nylongaze (100 µm 
und 250 µm) in Falconröhrchen gefiltert und für 4 Min bei 16x g und 4°C in einer 
Omnifuge 2.0RS (Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland, Rotor BS4402/A) 
zentrifugiert. Die Pellets wurden in 20 ml DMEM resuspendiert und auf 50 ml 
aufgefüllt. Dieser Schritt wurde nach einer erneuten Zentrifugation wie oben 
beschrieben zweimal wiederholt und eine weitere Zentrifugation folgte. Schließlich 
wurden die Pellets gepoolt in 20 ml DMEM aufgenommen. Nach Vitalitätsprüfung mit 
Trypanblau und Zellzählung wurden die Hepatozyten auf kollagenbeschichteten 
Platten ausgebracht. 
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3.20.4 Isolierung von Sinusoidalen Endothelzellen und Kupfferzellen aus 
Rattenlebern 
Die Isolierung von LSEC und KC aus männlichen 250-350 g Wistar Ratten erfolgte 
mittels der Kollagenase-Methode nach F. Braet (Braet et al., 1994). Nach Betäubung 
der Ratten mit Isofluran wurde eine Mischung von Ketamin (150 µl/100 g Körper-
gewicht) und Xylazin (16,6 µl/100 g Körpergewicht) in die Bauchhöhle des Tieres 
gespritzt und 30 µl Heparin (10 U/µl) in die Schwanzvene injiziert. Die Ratte wurde 
fixiert, die Bauchhöhle aufgeschnitten und die freigelegte Pfortader mit einer Braunüle 
kanuliert. Die Perfusion erfolgte nach Entnahme der Metallkanüle mit < 200 ml 
Perfusionslösung I mit 10 ml/Min bis die Leber blutleer war. Anschließend wurde mit 
5 ml/Min Perfusionslösung II perfundiert, bevor die Leber in die Inkubationslösung 
überführt, die Glisson-Kapsel mit Pinzetten entfernt und das Gewebe zerrupft wurde. 
Nach 10 Min Inkubation bei 39°C auf einem Magnetrührer (IKA CombiMag Ret, IKA-
Werk, Staufen, Deutschland) wurde die Zellsuspension durch Gaze (Weite 100) in 
zwei Falconröhrchen gefiltert. Die anschließende Zentrifugation erfolgte bei 100x g für 
5 Min in einer Omnifuge 2.0RS (Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland, Rotor 
BS4402/A), der Überstand wurde in frische Falconröhrchen überführt und erneut bei 
100x g für 10 Min zentrifugiert. Die Pellets wurden mit 50 ml PBS gewaschen, 
anschließend in 20 ml PBS resuspendiert und die Lösung mit 20 ml 25% Percoll und 
15 ml 50% Percoll unteschichtet. Nach der Gradientenzentrifugation bei 900x g für 
20 Min in einer Omnifuge 2.0RS (Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland, Rotor 
BS4402/A) wurden die oberen 20 ml des Überstandes abgezogen und verworfen. Der 
Ring zwischen den Gradienten bei 15 ml wurde abgehoben, mit gleicher Menge PBS 
verdünnt und 10 Min bei 900x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml vorge-
wärmtem Medium für Endothelzellen resuspendiert und 10 Min auf unbehandelten 
Petrischalen bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit hefteten sich die KC selektiv an den 
Boden der Schale, während die weiterhin in Lösung befindlichen LSEC nach der 
Inkubation abgezogen und auf kollagenbeschichtete Platten ausgebracht werden 
konnten. Zu den auf der Platte verbliebenen KC wurde zur Kultivierung Kupffer-Zell-
spezifisches Kulturmedium gegeben. 
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3.20.5 Kultivierung verschiedener Primärzellen und Zelllinien 
Die verwendeten Primärzellen (rHSC, rMFB, rPC, rLSEC, rKC) und Zelllinien (CFSC, 
HepG2, HEK 293) wurden in Petrischalen bei 5% CO2, 37°C, 95% relativer 
Luftfeuchte in spezifischen Medien inkubiert. Dazu wurden die folgenden 
Kulturmedien verwendet:   
 
CFSC DMEM mit 25 mM Hepes und 4,5 g/l Glucose, 2% L-Glutamin, 
1% Penicillin/Streptomycin, 1% Nicht-essentielle Aminosäuren, 
10% FKS 
rPC HepatoZYME mit 2% L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 
10% FKS, 0,02 U/ml Insulin 
rHSC 
rMFB 
rKC 
HepG2 
HEK 293 
DMEM mit 25 mM Hepes und 4,5 g/l Glucose, 2% L-Glutamin, 
1% Penicillin/Streptomycin, 10% FKS 
rLSEC Endothelial Growth Cell Medium 
LX-2 DMEM mit 25 mM Hepes und 4,5 g/l Glucose, 2% L-Glutamin, 
1% Penicillin/Streptomycin, 2% FKS 
Tabelle 3: Zusammensetzung verschiedener Kulturmedien für Primärzellen und Zelllinien 
 
Zum Aufsplitten konfluenter Zellkulturen wurden nach Abziehen des Mediums und 1x 
Waschen mit 5 ml HBSS proteolytische Enzyme zum Ablösen der Zellen vom 
Untergrund zugegeben. Dazu wurde 5 Min mit 2 ml 1x Trypsin oder Accutase bei 
37°C inkubiert und die gelösten Zellen anschließend in 8 ml Kulturmedium 
aufgenommen. Zur Ermittlung der Zellzahl wurde diese Lösung in der Neubauer-
Kammer ausgezählt und dann die erforderliche Zellzahl auf eine neue Petrischale mit 
10 ml Kulturmedium ausgebracht.  
3.20.6 Kryokonservierung eukaryotischer Zelllinien 
Zur Lagerung eukaryotischer Zelllinien wurden diese kryokonserviert. Um dabei 
Kristallbildungen, die zur Zerstörung der Zellen führen würden, zu vermeiden wurde 
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als Gefrierschutzmittel DMSO zugegeben. Konfluenten Zellkulturen wurde zunächst 
das Medium abgesaugt, die Zellen 3x mit 5 ml HBSS gewaschen und dann mit 2 ml 
1x Trypsin oder Accutase für 5 Min bei 37°C inkubiert. Nachdem lichtmikroskopisch 
kontrolliert worden war, dass sich die Zellen vom Untergrund lösten, wurden 4 ml 
Kulturmedium zugegeben, die Lösungen mehrerer Petrischalen in Falconröhrchen 
gepoolt und 5 Min mit 1.200 rpm in einer Heraeus-Christ Zentrifuge (#14386, 
Heraeus-Christ GmbH, Osterode, Deutschland) bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde 
in 0,5 ml Kulturmedium und 0,5 ml Einfriermedium je Petrischale resuspendiert und 
die Lösung in 1 ml Aliquots in Cryotubes bei -80°C gelagert.  
Zur Aussaat der kryokonservierten Zellen wurde das Aliquot bei 37°C so lange 
aufgetaut, bis noch eine kleine Menge gefroren vorlag und dann in vorgewärmtes 
Kulturmedium gegeben.  
3.20.7 Vorbereitung von Glasplättchen für die Zellkultur 
Um Primärzellen oder Zelllinien auf Glasplättchen zu kultivieren, mussten diese zur 
Reinigung und zum Anrauen der Oberfläche vorbehandelt werden. Dazu wurden 
Deckgläser für 8 Std in einer Plastikschale mit 25%iger Salzsäure (HCl) bei 37°C 
unter Schütteln inkubiert, bevor sie 10 Min unter fließendem kaltem Leitungswasser 
gewässert und dreimal in großem Volumen Aqua bidest. sowie dreimal in kleinem 
Volumen autoklaviertem Aqua bidest. gewaschen wurden. Anschließend wurde erneut 
zweimal in kleinem Volumen EtOH70% gewaschen und die Deckgläser bis zur 
Verwendung in einem verschlossenen Gefäß in EtOH70% bei 4°C gelagert.  
Bei Verwendung der Glassplättchen wurden diese unter der Sterilbank dem EtOH 
entnommen, in autoklaviertem Aqua bidest. gewaschen und einzeln in die Ver-
tiefungen einer 6-well Zellkulturplatte gelegt. Wasser und EtOH-Reste wurden durch 
erneutes Waschen mit 2 ml Zellkulturmedium entfernt, bevor sie mit FKS oder 
Kollagen beschichtet werden konnten. 
3.20.8 Beschichtung von Glasplättchen und Kulturplatten 
Um eine optimale Oberfläche für das Zellwachstum der ausgesäten Primärzellen oder 
Zelllinien zu schaffen, wurden Kulturplatten und die vorbehandelten Deckgläser (siehe 
3.20.7) beschichtet.  
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Beschichtung von Deckgläsern mit FKS 
Für HSC, CFSC, HEK und LSEC wurden die Glasplättchen mit FKS beschichtet. Dazu 
wurden die vorbehandelten und von EtOH befreiten Deckgläser für 24-72 Std mit 10% 
FKS in Zellkulturmedium im Kulturschrank inkubiert und anschließend einmal mit PBS 
gewaschen, bevor die Zellen in frischem Kulturmedium ausgesät werden konnten.  
Beschichtung von Deckgläsern mit Kollagen 
Für Hepatozyten und Kupffer-Zellen wurden die Glasplättchen mit Kollagen be-
schichtet. Dazu wurden die vorbehandelten und von EtOH befreiten Deckgläser für 
eine Std mit je 1 ml Kollagenlösung im Zellkulturschrank inkubiert und anschließend 
3x mit PBS gewaschen, bevor die Zellen in frischem Kulturmedium ausgesät werden 
konnten.  
Beschichtung von Kulturplatten mit Kollagen 
Für Hepatozyten und Kupffer-Zellen wurden Kulturplatten mit Kollagen beschichtet. 
Dazu wurden Petrischalen mit je 5 ml Kollagenlösung und 6-well Platten mit 1 ml 
Kollagenlösung je well für eine Std im Zellkulturschrank inkubiert und anschließend 3x 
mit PBS gewaschen, bevor die Zellen in frischem Kulturmedium ausgesät werden 
konnten.  
3.21 Transfektion eukaryotischer Zellen 
3.21.1 Transfektion mit Hilfe von Trägermolekülen 
Zelllinien wurden mit Hilfe von Trägermolekülen transfiziert. Dazu wurde FuGENE 6™, 
ein Mehrkomponenten-Transfektionsreagenz verwendet, das auf dem Prinzip des 
liposomalen DNA-Transfers beruht. Dabei bindet die negativ geladene DNA an das 
positiv geladene liposomale Trägermolekül, welches mit der Lipiddoppelschicht der 
Zelle verschmelzen und die DNA im Zellinneren freisetzen kann. Transfektionen mit 
FuGENE 6™ wurden im Verhältnis 3 µl FuGENE 6™ pro µg DNA an mindestens 
20 Std alten Zellkulturen 1-4 Std nach dem letzten Mediumwechsel durchgeführt. 
Dazu wurden zunächst 100 µl Zellkulturmedium mit der erforderlichen Menge 
FuGENE 6™ 15 Min bei RT inkubiert, bevor die zu transfizierende DNA zugegeben 
wurde. Nach weiteren 15 Min Inkubation bei RT wurden die Transfektionsansätze 
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tropfenweise der circa 60-80% konfluenten Zellkultur zugegeben. 24 Std nach 
Transfektion wurde das Medium erneut gewechselt.  
3.21.2 Infektion mittels viraler Vektoren  
In HSC, die mit Hilfe von FuGENE 6™ nur mit geringer Effizienz transfiziert werden 
können, kann DNA mit bis zu 100% Effizienz mittels Infektion durch adenovirale 
Konstrukte eingebracht werden (Weiskirchen et al., 2000). Zu infizierende HSC 
wurden in Mehrwell-Platten ausgesät und das Medium circa eine Stunde vor Infektion 
auf 5% hitzeinaktiviertes FKS in Zellkulturmedium gewechselt. Die Infektion erfolgte 
bei circa 60% konfluenten Zellen mit 2x108 Virionen/ml Medium. 20 Std nach der 
Infektion wurde das Medium auf 10% hitzeinaktiviertes FKS in Zellkulturmedium 
gewechselt. Die Ernte der Zellen erfolgte 72 Std nach Infektion. 
3.21.3 Co-Infektion mit zwei verschiedenen Adenoviren 
0,3x106 rHSC je 6-well wurden in 2 ml Kulturmedium ausgesät und das Medium circa 
eine Stunde vor Infektion auf 1 ml 5% hitzeinaktiviertes FKS in Zellkulturmedium 
gewechselt. Die Infektion durch das erste Virus erfolgte eine Stunde nach dem 
Mediumwechsel mit 2x108 Virionen/ml Medium. Nach einer weiteren Stunde wurde 
erneut das Medium wie beschrieben gewechselt, eine Stunde darauf erfolgte die 
Infektion durch das zweite Virus mit 2x108 Virionen/ml Medium. Nach einer Stunde 
wurde das Medium erneut wie beschrieben gewechselt. 24 Std, 48 Std, 72 Std und 
120 Std nach der zweiten Infektion wurden die Zellen geerntet und Proteinlysate 
hergestellt. 
3.22 Herstellung replikationsdefizienter Adenoviren 
Zur Herstellung von Adenoviren zur späteren Infektion von Primärzellen wurden 30% 
konfluente HEK 293-Zellen in 6-well-Platten in je 1 ml Zellkulturmedium mit 5% 
hitzeinaktiviertem FKS transfiziert. Dazu wurden 2 µg des Rekombinationsplasmids 
pΔE1sp1A, welches das Gen von Interesse beinhaltete, und 2 µg pJM17 mit Hilfe von 
FuGENE 6™ in die Zellen transfiziert. Das Medium wurde nach 24 Std vorsichtig 
gewechselt. Die Rekombinationsansätze wurden 10 bis 14 Tage inkubiert und bei 
Gelbfärbung des Zellkulturmediums frisches Medium zugefügt. In dieser Zeit konnte 
bei mit pΔE1sp1A(CMV-GFP) und pJM17 co-transfizierten Zellen durch Bildung 
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sog. „Foci“ die Bildung von rekombinanten Virionen festgestellt werden. Mit diesen 
Viruspartikeln angereicherte Zellen rundeten sich ab, es bildeten sich Löcher im 
Zellrasen und der Zellrasen löste bei vollständiger Infektion vom Plattenboden ab. In 
diesem Stadium wurden die mit Virionen angereicherten Zellen geerntet.  
 
Amplifikation 
Die Zellsuspension wurde in Falconröhrchen überführt und die Zellen durch den 
folgenden Gefrier-Tau-Prozess zerstört. Dazu wurden die Falcons in flüssigem 
Stickstoff für wenige Minuten tiefgefroren, anschl. bei RT angetaut und dann im 37°C 
Wasserbad vollständig aufgetaut. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Die 
Suspension wurde bei 4°C für 15 Min mit 3000 rpm in einer Heraeus Omnifuge 2.0RS 
(Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland, Rotor BS4402/A) zentrifugiert. Der 
virionenhaltige Überstand wurde zur Amplifikation der Virionen auf frische 
HEK 293-Zellen gegeben. Nach dem Ablösen dieser Zellen wie oben beschrieben 
wurde erneut ein Gefrier-Tau Vorgang durchgeführt und wiederum eine größere 
Anzahl HEK Zellen infiziert.  
 
Aufreinigung 
Nach der zweiten Amplifikation wurden die Zellen wie beschrieben geerntet und 
zerstört. Nach der Zentrifugation wurden 4 ml des Überstandes mit 2 g CsCl gemischt 
und in Ultra-Clear Zentrifugenröhrchen gegeben. Diese wurden 20 Std bei 4°C mit 
40.000 rpm in einem 60Ti Rotor einer Beckman Optima™ L-70K Ultrazentrifuge 
zentrifugiert. Anschließend wurde die entstandene Virusbande mit der Kunststoffhülle 
einer Braunüle abgezogen und in ein Eppendorf-Tube überführt.  
 
Einstellung des Virustiters 
Um die Konzentration an Virionen festzustellen, wurde die OD der erhaltenen 
Virusbande photometrisch bei 260 nm gemessen. Dabei gilt:  
 
Viruskonzentration in pfu/ml = OD260 *Verdünnungsfaktor*1010 
 
Die Konzentration der Viruslösung wurde mit HEK 293-Kulturmedium mit 5% 
hitzeinaktiviertem FKS auf 1*1010 pfu/ml eingestellt. 
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3.23 Apoptosenachweise 
Die durch p53 und Bax induzierte Apoptose sollte auf verschiedene Arten 
nachgewiesen werden. Da sich apoptotische Zellen von vitalen und nekrotischen 
Zellen unterscheiden, wurden die folgenden Methoden gewählt, um die Apoptose in 
verschiedenen Stadien nachweisen zu können. 
3.23.1 Caspase-3 Aktivitätsnachweis 
Caspasen spielen innerhalb der Apoptose eine zentrale Rolle (Cohen, 1997). 
Caspase-3, deren Aktivität hier nachgewiesen werden sollte, ist Bestandteil der 
Caspase-Kaskade, die mit der Aktivierung von Caspase-8 beginnt (Budihardjo et al., 
1999) und schließlich zur Apoptose der Zelle führt. Dabei hängt u. a. ein erhöhter p53- 
oder Bax-Gehalt direkt mit einer Erhöhung der Caspase-3-Aktivität zusammen (Yu 
und Little, 1998). Diese Aktivität konnte gemessen werden durch Zugabe des 
Caspase-3-Substrats DEVD-AFC. DEVD-AFC emittiert blaues Licht bei 400 nm und 
wird durch Caspase-3 zu DEVD und AFC gespalten, welches gelb-grünes Licht bei 
505 nm emittiert. Die Fluoreszenz bei 508 nm wurde nach Verwendung des 
ApoAlert™ Caspase Fluorescent Assay Kits nach Herstellerangaben im Wallac Victor 
1420 Multilabel Counter Fluoreszenz bei einer Anregung mit Licht der Wellenlänge 
370 nm gemessen. Um unterschiedliche Zelldichten auszugleichen, wurden 
schließlich die gemessenen Caspase-3 Aktivitätswerte auf die Gesamt-DNA Gehalte 
gleichbehandelter Kulturen bezogen, die durch Quantifizierung mittels SYBR-Green® 
Färbung (siehe 3.7.2) ermittelt worden waren. Dazu wurden je sechs wells einer 
24-well-Platte mit je 0,05*106 rHSC mit Adenoviren infiziert. Aus drei wells wurden wie 
beschrieben die Caspase-3 Aktivitätswerte bestimmt und aus den restlichen drei wells 
wurden mittels SYBR-Green®-Färbung die Gesamt-DNA-Gehalte bestimmt. Zur 
Auswertung wurde der Mittelwert der drei Caspase-3-Werte auf den Mittelwert der 
DNA-Gehalte bezogen. 
3.23.2 Annexin V-Färbung  
In einer frühen Phase der Apoptose verändert sich die Zelloberfläche. 
Phosphatidylserin, das in vitalen Zellen auf der cytoplasmatischen Seite der 
asymmetrisch aufgebauten Plasmamembran positioniert ist, wird dabei zur 
Membranaußenseite translociert. Annexin V ist ein Ca2+ abhängiges, Phospholipid-
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bindendes Protein mit einer hohen Affinität zu Phosphatidylserin. Diese Translocation 
findet auch in nekrotischen Zellen statt, bei diesen wird jedoch auch mit Beginn der 
Nekrose die Zellmembran porös und durchlässig (Vermes et al., 1995). So kann 
Annexin V sowohl das Phosphatidylserin apoptotischer Zellen, als auch nekrotischer 
Zellen färben, nicht jedoch das gesunder Zellen. Daher wurde zusätzlich eine 
Ausschlussfärbung mit Propidiumiodid durchgeführt. Propidiumiodid kann die poröse 
Membran der nekrotischen Zellen passieren und so die DNA dieser Zellen rot färben. 
Die intakte Zellmembran der apoptotischen Zellen verhindert diese Rotfärbung, so 
dass sich das in Tabelle 4 dargestellte Färbungsmuster ergibt. Zur Darstellung der 
frühen Apoptose wurde das Annexin-V-FLUOS Staining Kit nach Herstellerangaben 
verwendet. Dazu wurden 0,3*106 rHSC je 6-well auf vorbereiteten Glasplättchen 
(siehe 3.20.7) ausgebracht und mit verschiedenen Adenoviren infiziert. Die Aus-
wertung erfolgte mit einem DMLB Fluoreszenz-Mikroskop (Leica, Wetzlar, 
Deutschland) bei grünem Fluoreszenzlicht einer Wellenlänge von 488 nm. 
 
 vitale 
Zellen 
nekrotische 
Zellen 
apoptotische 
Zellen 
Annexin V-Färbung - + + 
Propidiumiodid-
Färbung 
- + - 
Tabelle 4: Färbungsmuster vitaler, nekrotischer und apoptotischer Zellen nach Annexin V-  
und Propidiumiodid-Färbung 
 
3.23.3 Cell Death ELISA 
Ein Kennzeichen sterbender Zellen ist die Aktivierung einer Ca2+- und 
Mg2+-abhängigen Endonuklease, die den DNA-Doppelstrang in den Linker-Regionen 
zwischen den Nukleosomen spaltet. So entstehen Mono- und Oligonukleosomen in 
der Länge eines Vielfachen von 180 bp (Salgame et al., 1997), die sich bei 
apoptotischen Zellen im Cytoplasma anhäufen und von nekrotischen Zellen in den 
Kulturüberstand abgegeben werden. Nach Entfernen des Kulturüberstandes können 
die Mono- und Oligonukleosomen im Cytoplasma im Agarosegel als „DNA-Leiter“ 
nachgewiesen werden oder wie hier mittels Cell Death Detection ELISA, in dem der 
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an die Mikrotitermodule fixierte anti-Histon-Antikörper die Histone H1, H2A, H2B, H3 
und H4 der Nukleosome band. Der an eine Peroxidase gekoppelte anti-DNA-
Antikörper band an die so fixierte DNA der Nukleosome und konnte durch Umsatz des 
Substrates ABTS photometrisch quantifiziert werden. Die Durchführung des ELISAs 
erfolgte dabei nach Herstellerangaben, die Probenvorbereitung wurde wie folgt 
modifiziert, um aus einem well nicht nur die ELISA-Werte, sondern auch die Gesamt-
DNA Menge bestimmen zu können: Jeweils vier wells einer 12-well-Platte mit je 
0,09*106 rHSC wurden mit Adenoviren infiziert. Das Medium der kultivierten Zellen 
wurden nach entsprechender Infektionszeit abgezogen und die wells 2x mit je 1 ml 
HBSS gewaschen. 1 ml Inkubationspuffer aus dem Kit je well wurde zugegeben, 
dabei die nicht infizierten wells für die Positivkontrolle leer gelassen. Nach einer 
Inkubation von 30 Min bei 4°C unter leichtem Schütteln wurden die Platten auf Eis 
gestellt und die Zellen vollständig vom Plattenboden losgekratzt. Die Zellsuspension 
wurde in vorgekühlte Eppendorf-Tubes überführt. In die nicht infizierten wells der 
Positivkontrolle wurde je 1 ml hypertonischer Puffer gegeben und die Platte min-
destens 2 Std unter leichtem Schütteln bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
abgelösten Zellen in Eppendorf-Tubes überführt und im Weiteren mit den restlichen 
Proben gleich behandelt. Die Eppendorf-Tubes wurden 10 Min bei 4°C mit 20000 g 
zentrifugiert und der zellfreie Überstand anschließend in Aliquots á 300 µl bei -20°C 
bis zum ELISA gelagert. Dem Pellet wurden für die spätere DNA-Bestimmung mit 
SYBR®-Green 10 µl 10x Trypsin und 100 µl Assaypuffer zugeben und 15 Min bei 37°C 
unter Schütteln zum Lösen des Pellets inkubiert. Das Pellet wurde durch auf- und 
abpipettieren in 900 µl Assaypuffer gelöst und bis zur DNA-Bestimmung mit SYBR®-
Green (siehe 3.7.2) bei -20°C gelagert. Um unterschiedliche Zelldichten auszu-
gleichen, wurden schließlich die gemessenen ELISA-Werte auf die Gesamt-DNA 
Gehalte bezogen. Zur Auswertung wurde der Mittelwert der wells, deren Zellen jeweils 
gleich infiziert worden waren, gebildet.  
3.24 Immunfluoreszenzfärbung 
Zum Nachweis und zur relativen Quantifizierung von exprimierten Proteinen in der 
Zellkultur wurde eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Dabei bindet ein 
spezifischer erster Antikörper an ein Epitop des Proteins von Interesse. In einem 
zweiten Schritt bindet ein sekundärer Antikörper an die Spezies-spezifischen 
Determinanten des ersten Antikörpers. 
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Dazu wurden 0,3*106 rHSC je well auf vorbereiteten Deckgläsern (siehe 3.20.8 und 
3.20.7) in 6-well-Platten ausgesät und 24 Std später mit Adenoviren infiziert. Die 
Kulturen wurden nach 72 Std gestoppt durch dreimaliges Waschen mit je 2 ml PBS 
pH 7.4. Zur Fixierung wurden je well 2 ml Fixierlösung unter dem Abzug zugegeben 
und 15 Min bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 2 ml PBS konnten die 
Platten mit der 3. Waschlösung bis zu 72 Std bei 4°C gelagert werden oder die Zellen 
wurden direkt permeabilisiert. Dazu wurden nach dem Abziehen der 3. Waschlösung 
je 2 ml eiskalte Permeabilisierungs-Lösung zugeben und für exakt 2 Min auf Eis 
inkubiert, anschließend wurde erneut wie beschrieben gewaschen und zur 
Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen mit 2 ml Blockier-Lösung je well für 
1 Std bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen wie beschrieben wurde 1 ml des 1:250 
in 1% BSA in PBS verdünnten Primärantikörpers zugegeben und für eine Std in einer 
dunklen, feuchten Kammer bei 37°C unter leichtem Schwenken inkubiert. Der nicht 
infizierten Negativkontrolle wurde vor der Inkubation statt des Primärantikörpers 1 ml 
des 1:250 in 1% BSA in PBS verdünnten non immune IgG derselben Spezies wie des 
sonst verwendeten Primärantikörpers zugeben. Nach der Inkubation wurde dreimal je 
5 Min mit je 2 ml PBS gewaschen. Ein ml des 1:400 verdünnten sekundären, 
biotinylierten Antikörpers gegen die Spezies des primären Antiköpers wurde 
zugegeben und 30 Min bei 37°C, lichtgeschützt in einer feuchten Kammer inkubiert. 
Erneut wurde wie beschrieben gewaschen und 30 Min lichtgeschützt in einer feuchten 
Kammer mit 1 ml 1:400 mit 1% BSA in PBS verdünntem Streptavidin-FITC inkubiert. 
Unter Lichtausschluss wurde dreimal 5 Min mit je 2 ml PBS und dreimal mit je 2 ml 
Aqua bidest. gewaschen. Das Deckglas wurde mit der Zellseite auf einen 
beschrifteten Objektträger mit 1 Tropfen Antifade gegeben, angedrückt und über-
schüssiges Antifade mit einem Whatmanpapier aufgenommen. Die Objektträger 
konnten 3-4 Wochen bei 4°C unter Lichtausschluss gelagert werden, oder die Analyse 
erfolgte sofort mit einer Anregung bei 488 nm an einem DMLB Fluoreszenz-Mikroskop 
(Leica, Wetzlar, Deutschland). 
3.25 Reportergenassay 
Zur sensitiven Analyse von Genexpressionen und dem Einfluss exprimierter Proteine 
auf Promotoren wurden Luciferase-Reportergenassays durchgeführt. Hier fanden das 
Luciferase Assay System und das Dual-Luciferase® Reporter Assay System von 
Promega Verwendung. Beide Systeme arbeiten mit der 61 kD Firefly-Luciferase des 
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Leuchtkäfers als Reportergen. Dieses monomere Protein bedarf keiner posttrans-
lationellen Prozessierung zur Entwicklung seiner enzymatischen Aktivität, die in der 
Katalyse der Umsetzung von Luciferin unter ATP-Verbrauch zu Oxyluciferin besteht. 
Die bei dieser Umsetzung entstehende Biolumineszenz kann mit einem Luminometer 
quantitativ erfasst werden und ist dabei direkt proportional zum umgesetzten Substrat 
und somit zur Expressionsrate des Reportergens. Um die Ergebnisse verschiedener 
Versuche miteinander vergleichen zu können, wurden die Werte normalisiert. Bei 
Messungen mit dem Luciferase Assay System wurden die Messwerte auf den 
Gesamtproteingehalt (siehe 3.9) des Lysats bezogen, bei Messungen mit dem Dual-
Luciferase® Reporter Assay System wurden sie alternativ auf ein zweites 
Reportergenkonstrukt bezogen. Dieser pRL-TK-Vektor ist im Assay System enthalten 
und beinhaltet die cDNA für Renilla-Luciferase unter der Kontrolle des konstitutiv 
aktiven Tk-Promoters. Renilla-Luciferase ist ein 36 kD Protein aus dem Coelenteraten 
Renilla reniformis, das ebenfalls keine posttranslationellen Prozessierung zur 
Entwicklung seiner enzymatischen Aktivität benötigt. Diese katalysiert jedoch die 
Oxidation von Coelenterazin zu Coelenteramid, wobei ebenfalls Biolumineszenz 
entsteht, jedoch bei einer anderen Wellenlänge, als die der Firefly-Luciferase. Daher  
kann die Biolumineszenz der Renilla-Luciferase nach Zugabe des „Stop&Glo“-
Reagenz unabhängig von der der Firefly-Luciferase quantitativ in einem Luminometer 
erfasst werden. Da die so gemessene Biolumineszenz aufgrund des konstitutiv 
aktiven Promoters von keiner Induktion beeinflusst wird, kann sie zur Normalisierung 
der Werte der Firefly-Luciferase herangezogen werden.  
 
Messungen mit dem Luciferase Assay System: 
Die in 6-wells kultivierten Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit HBSS in 
250 µl mitgeliefertem „Luciferase Cell Culture Lysis Reagent“ durch abschaben vom 
Plattenboden gelöst, die Lösung nach 5 Min Inkubation bei RT in ein Eppendorf-Tube 
überführt, und 5 Min bei 13.000 rpm in einer Eppendorf 5415D Laborzentrifuge 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in frische Eppendorf-Tubes überführt und entweder 
bei -80°C gelagert oder direkt zur Messung eingesetzt. Dazu wurden 100 µl 
„Luciferase Assay Reagent“ (LAR) vorgelegt und mit 20 µl des Lysats gemischt. Die 
Messung erfolgte in schwarzen 96-well FluoroNunc™ Module MaxiSorp mit einem 
Wallac Jet 1450 Microbeta Liquid Scintillation & Luminescence Counter (Perkin Elmer 
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Life Science, Turku, Finnland) für 2 Sek. Die Messergebnisse wurden zur 
Normalisierung durch den Gesamtproteingehalt dividiert. 
 
Messungen mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System: 
Die in 6-well-Platten kultivierten Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit HBSS 
in 250 µl mitgeliefertem „Passive Lysis Buffer“ durch abkratzen vom Plattenboden 
gelöst, die Lösung nach 5 Min Inkubation bei RT in ein Eppendorf-Tube überführt, und 
5 Min bei 13.000 rpm in einer Eppendorf 5415D Laborzentrifuge zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in frische Eppendorf-Tubes überführt und entweder bei -80°C 
gelagert oder direkt zur Messung eingesetzt. Dazu wurden 100 µl LAR II vorgelegt 
und mit 20 µl des Lysats gemischt. Die Messung erfolgte in schwarzen 96-well 
FluoroNunc™ Module MaxiSorp mit einem Wallac Jet 1450 Microbeta Liquid 
Scintillation & Luminescence Counter (Perkin Elmer Life Science, Turku, Finnland) für 
10 Sek. Durch Zugabe von 100 µl mitgeliefertem „Stop&Glo“-Reagenz wurde 
anschließend die Firefly-Luciferase-Aktivität gestoppt und gleichzeitig das Substrat für 
die Renilla-Luciferase bereitgestellt. Die zweite Messung erfolgte ebenfalls in 
schwarzen 96-well Fluoro Nunc MaxiSorp Modulen mit einem Wallac Jet 1450 
Microbeta Liquid Scintillation & Luminescence Counter (Perkin Elmer Life Science, 
Turku, Finnland) für 2 Sek. Die Messergebnisse der Firefly-Luciferase wurden zur 
Normalisierung durch die der Renilla-Luciferase dividiert. 
3.26 Nanosphären in der Zellkultur 
Durchlichtmikroskopie 
Um feststellen zu können, ob die Nanosphären in vitro von verschiedenen Zellarten 
aufgenommen werden, wurden in je zwei wells zu rHSC, rMFB, HepG2 und CFSC-
Zellen gleiche Volumina der Lösungen Sudan® schwarz gefärbter Nanosphären mit 
und ohne M6P-Ligand gegeben. Diese wurden 24 Std den Anforderungen der Zellen 
entsprechend gemeinsam inkubiert, dann zweimal mit 2 ml HBSS gewaschen und 
frisches Medium zugegeben. Die Dokumentation erfolgte weitere 24 Std darauf an 
einem DMLB Fluoreszenz-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland). 
 
Konfokale Lasermikroskopie 
Um genauere Aussagen über die Aufnahme der Nanosphären in die Zellen machen 
zu können, wurden die FITC-gefärbten PLGA-Nanosphären zu rHSC, rKC und rLSEC 
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gegeben. Den rLSEC und rKC wurden einen Tag nach Aussaat auf Glasplättchen 
Nanosphären mit M6P-Ligand zugegeben, 24 Std den Zellanforderungen ent-
sprechend gemeinsam inkubiert, dann zweimal mit PBS gewaschen und frisches 
Zellkulturmedium zugegeben. Die Fixierung erfolgte 48 Std später wie unter 3.27 
beschrieben. Den rHSC wurden zwei Tage nach Aussaat auf Glasplättchen Nano-
sphären mit M6P-Ligand zugegeben, 24 Std den Zellanforderungen entsprechend 
gemeinsam inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen und frisches Zellkulturmedium 
zugegeben. Die Fixierung erfolgte 24 Std später wie unter 3.27 beschrieben. 
Zur Untersuchung, ob die Aufnahme der Nanosphären von der Beladung der 
Oberfläche mit dem M6P-Liganden oder von der Zellart abhängen, wurden gleiche 
Mengen der FITC-gefärbten PLGA-Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand je well 
einen Tag nach Aussaat auf Glasplättchen zu rHSC, rKC, rLSEC und rPC gegeben. 
Die Zellen wurden 24 Std ihren Anforderungen entsprechend gemeinsam mit den 
jeweiligen Nanosphären inkubiert, dann zweimal mit PBS gewaschen und frisches 
Zellkulturmedium zugegeben. Die Fixierung erfolgte 24 Std später wie unter 3.27 
beschrieben. 
3.27 Phalloidin-Färbung von primären Leberzellen  
Zur Untersuchung, ob die FITC-dotierten Nanosphären von den verschiedenen 
Leberzellsubpopulationen aufgenommen werden, mussten die Zellen so angefärbt 
werden, dass im konfokalen Lasermikroskop erkennbar war, wo sich die Sphären im 
Verhältnis zum Zelllumen befanden. Daher wurden die Zellen mit Phalloidin-Rhodamin 
gefärbt. Phalloidin gehört zur Gruppe der Phallotoxine, die aus dem tödlichen Pilz 
Amanita phalloides isoliert werden können. Es ist ein bicyclisches Peptid, das 
spezifisch an zelluläres F-Aktin bindet (Wieland, 1977). Das mit dem Phalloidin 
konjugierte Rhodamin ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der bei einer Anregung mit Licht 
der Wellenlänge 554 nm rotes Licht der Wellenlänge 573 nm emittiert. Damit war es 
gut unterscheidbar von den FITC-dotierten Nanosphären, die bei einer Anregung mit 
Licht der Wellenlänge 492 nm grünes Licht der Wellenlänge 516 nm emittierten. Durch 
das hier verwendete Phalloidin-Rhodamin konnte also das intrazelluläre F-Aktin im 
Fluoreszenzlicht sichtbar gemacht werden, und somit das Zelllumen definiert werden. 
Zur Färbung wurden die auf Glasplättchen in 6-well-Platten kultivierten Zellen nach 
Abnahme des Kulturmediums zweimal mit PBS gewaschen und für 10 Min mit 2 ml 
4% Paraformaldehyd je well bei RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS 
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wurden die Zellen mit 2 ml eiskaltem 0,1% Triton®-X100 in PBS je well für 5 Min bei 
RT permeabilisiert und anschließend erneut zweimal mit PBS gewaschen. Zum 
Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen für 30 Min bei RT mit 
2 ml 1% BSA in PBS je well inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen 
und schließlich für 20 Min bei RT mit je well 5 µl Phalloidin-Rhodamin in 200 µl PBS 
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Glasplättchen kurz bei RT 
getrocknet und mit Moviol eingebettet. Zur längeren Lagerung wurden die 
Objektträger nach mindestens vierstündiger Trocknung mit Nagellack versiegelt. 
3.28 Applikation von Nanosphären durch die Schwanzvene der 
Ratte 
15 mg PLGA-Nanosphären mit FITC und M6P-Ligand wurden in 500 µl physio-
logischer Kochsalzlösung aufgenommen und einer adulten, männlichen Sprague-
Dawley Ratte (>500 g) mit freiem Zugang zu Futter (Altromin, Lage, Deutschland) und 
Wasser in die Schwanzvene injiziert. Nach 24 Std wurde die Ratte getötet und neben 
Blut die folgenden Organe entnommen: Leber, Herz, Milz, Niere, Darm, Muskel (Bein), 
Hirn und Lunge. Kleine Stücke der Organe bzw. ein Tropfen Blut wurden auf 
Objektträger platziert und im Durchlicht bzw. mit Licht der Wellenlänge 488 nm an 
einem DMLB Fluoreszenz-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) untersucht. 
3.29 Rhodamin-Färbung des M6P-Liganden auf Nanosphären 
Je 40 µl der PLGA-Nanosphären-Lösungen mit und ohne M6P-Ligand wurden 5 Min 
bei 13.000 rpm in einer Eppendorf 5415D Laborzentrifuge zentrifugiert und an-
chließend in 200 µl PBS gewaschen und aufgenommen. Die Nanosphären wurden 
über Nacht mit je 70 µl biotinyliertem M6PR unter konstanter Rotation der Tubes bei 
RT inkubiert. Anschließend wurden die Nanosphären (ggf. mit dem gebundenen 
biotinylierten M6PR) 5 Min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und erneut in 200 µl PBS 
vorsichtig gewaschen und in 200 µl PBS aufgenommen. Die Lösung wurde für 2 Std 
mit 25 µl Streptavidin-Rhodamin rotierend bei RT inkubiert. Die anschließende 
Zentrifugation erfolgte für 1 Min bei 5.000 rpm. Das Pellet wurde in 10 µl Moviol 
aufgenommen und auf einen Objektträger gegeben. Die Auswertung erfolgte an 
einem DMLB Fluoreszenz-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Apoptoseinduzierende Genkassetten 
4.1.1 pΔE1sp1A-CSRP2-p53 
4.1.1.1 Klonierung 
Zur Klonierung des pro-apoptotischen Gens p53 der Ratte unter die transkriptionelle 
Kontrolle eines Promotorfragmentes des humanen CSRP2-Promotors in ein Rekombi-
nationsplasmid zur Adenovirusherstellung wurden die Plasmide pΔE1sp1A-CSRP2-
GFP und PbR6 verwendet.  
 
Abbildung 6: SX-Fragment des humanen CSRP2-Promoters 
(verändert nach Weiskirchen et al., 1997) 
Dargestellt ist ein Auszug der Sequenz des humanen CSRP2-Gens (vgl. auch Abbildung 1). 
Intronsequenzen sind in Kleinbuchstaben, Exonsequenzen in Grossbuchstaben, putative GC-Boxen, 
eine TATA-Box und der Translationsstart sind negativ darstellt. Durch Unterstreichung hervorgehoben 
ist das SX-Fragment, welches sich durch die Schnittstellen der Restriktionsenzyme StuI (S) und XhoII 
(X) ergibt.  
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pΔE1sp1A-CSRP2-GFP basiert auf dem Rekombinationsplasmid pΔE1sp1A, in 
dessen EcoRI-Schnittstelle das SX-Fragment des humanen CSRP2-Promoters (siehe 
Abbildung 6), die cDNA für das enhanced green fluorescent protein (EGFP) und ein 
PolyA-Signal eingefügt wurde. Das PbR6 Plasmid basiert auf dem bluescript+ Vektor 
(Stratagene, USA), in dessen EcoRI Schnittstelle die cDNA für das p53 Gen der Ratte 
ligiert wurde (Soussi et al., 1988). 
Die Plasmide pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und PbR6 wurden zunächst in kompetente 
Zellen transformiert, amplifiziert und die daraus angesetzten ÜN-Kulturen mittels 
Großpräparation aufgereinigt. pΔE1sp1A-CSRP2-GFP wurde enzymatisch geschnit-
ten mit AgeI und PsiI (siehe Abbildung 7 B) und die entstandenen überhängenden 
Enden mit Hilfe des Klenow-Fragmentes zu glatten Enden aufgefüllt. In der darauf 
folgenden Gelelektrophorese konnten so das 0,9 kb und das 7,4 kb große Fragment 
von einander getrennt und das größere Fragment anschließend isoliert werden. Um 
Religationen des geöffneten Plasmids zu vermeiden, wurde der Vektor dephos-
phoryliert und vor der Ligation durch Phenolisierung und Ethanolfällung aufgereinigt. 
Die Ligation erfolgte mit der p53 cDNA aus PbR6. Dieser Vektor wurde mit EcoRI 
geschnitten (siehe Abbildung 7 A), und die überhängenden Enden ebenfalls mit Hilfe 
des Klenow-Fragmentes aufgefüllt zu glatten Enden. Die anschließende Gelelektro-
phorese trennte den 3 kb großen Vektor vom 1,4 kb großen p53-Insert, welches 
isoliert wurde. 
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Abbildung 7: Plasmidkarten und Restriktionsschema der Plasmide 
pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und PbR6 
Die Symbole ' und _ in der Erkennungssequenz der Restriktionsenzyme deuten die Schnittstelle bzw. 
das entsprechende „sticky end“ des komplementären Stranges an.  
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Nach erfolgter Ligation des p53-Inserts mit dem Vektor pΔE1sp1A-CSRP2 zu 
pΔE1sp1A-CSRP2-p53 (siehe Abbildung 8) wurde der Ligationsansatz in kompetente 
Zellen transformiert und diese über Nacht auf LB-Amp Agarplatten inkubiert. Von den 
gewachsenen Kolonien wurden Minipräparationen angefertigt und mit der gewon-
nenen DNA in einer analytischen Restriktion mit SacI (siehe Abbildung 8) die Klone 
herausgefunden, die das p53-Insert in der richtigen Orientierung integriert hatten. 
 
PdE1sp1A-CSRP2-p53
8909 bp
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Abbildung 8: Plasmidkarte und Restriktionsschema des Plasmids pΔE1sp1A-CSRP2-p53 
 
Von einem dieser Klone wurde mittels Großpräparation DNA gewonnen und diese mit 
den Primern „3' shuttle Vektor Primer“ und „5' shuttle Vektor Primer“ sequenziert 
(siehe Abbildung 9). Die in Abbildung 9 B und C ausschnittsweise dargestellten 
Sequenzierungen zeigen den korrekten Einbau des p53-Inserts.  
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Abbildung 9: Schema und Ergebnisse der Sequenzierung von pΔE1sp1A-CSRP2-p53 
Abbildung A zeigt die Plasmidkarte des klonierten Vektors pΔE1sp1A-CSRP2-p53, mit den 
Annealingstellen der Primer „3' shuttle Vektor Primer“ und „5' shuttle Vektor Primer“. 
Abbildung B stellt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „5' shuttle Vektor 
Primer“ dar. Mit einem Pfeil ist das 5' Ende des CSRP2-Promoterfragmentes gekennzeichnet. 
Abbildung C zeigt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „3' shuttle Vektor 
Primer“. Mit einem Pfeil ist das 3' Ende der p53 cDNA gekennzeichnet. Mit roten Boxen sind die PolyA 
Signalsequenzen hervorgehoben.  
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4.1.1.2 Expressionskontrolle 
Northern Blot 
In CFSC-Zellen wurden 2 µg DNA verschiedener Expressionsvektoren transfiziert, die 
transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und die Gesamt-RNA mit Hilfe des 
RNeasy® Mini kits isoliert. Diese wurde nach erfolgter Agarosegelelektrophorese wie 
beschrieben auf Nylonmembran geblottet und diese mit einer spezifischen Sonde 
hybridisiert. Als p53-RNA Sonde fungierte dabei das mit [α32P]dCTP gelabelte 
1468 bp EcoRI Fragment des PbR6 Vektors (siehe Abbildung 7 A).  
 
28S rRNA
18S rRNA
CSRP2-p53
endogenes p53
1660 bp
1754 bp
1 2 3 4 5
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B
 
Abbildung 10: Northern Blot zur Überprüfung der Expression des 
pΔE1sp1A-CSRP2-p53-Konstruktes in CFSC 
Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurden je Bahn 3 µg Gesamt-RNA aufgetragen, der 
gleichmäßige Auftrag wurde anhand der 18S und 28S rRNA-Banden nach erfolgter Gelelektrophorese 
kontrolliert (Abbildung B). Das restlose Übertragen der RNA aus dem Gel auf die Membran wurde 
durch Betrachtung des Gels unter UV-Licht nach dem Blotting überprüft.  
RNA-Größe von endogenem und transfiziertem p53 differieren aufgrund unterschiedlicher 
Fragmentgrößen (endogen: 1604 bp plus PolyA, transfiziert: EcoRI-Fragment mit 1460 bp plus PolyA) 
Abbildung A zeigt das Ergebnis der Hybridisierung der p53-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde 
mit der Membran. Aufgetragen wurde die Gesamt-RNA der CFSC zwei Tage nach Transfektion.  
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte CFSC (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-p53   
Bahn 3: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (Transfektionskontrolle)  
Bahn 4: Transfektion mit pΔE1sp1A-CMV-EGFP (Transfektionskontrolle)  
Bahn 5: Transfektion mit pΔE1sp1A-CMV-p53 (Positivkontrolle). 
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Der Nachweis der gebundenen radioaktiven Sonde erfolgte mittels dreitägiger 
Autoradiographie. Diese zeigt, wie in Abbildung 10 dargestellt, dass die p53-mRNA 
nach Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-p53 (Bahn 2) sowie mit pΔE1sp1A-CMV-p53 
(Bahn 5) gegenüber nicht transfizierten Zellen (Bahn 1) deutlich vermehrt transkribiert 
wurde und gegenüber mit pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (Bahn 3) sowie pΔE1sp1A-CMV-
EGFP (Bahn 4) transfizierten Zellen leicht vermehrt transkribiert wurde. Die leicht 
erhöhte Transkription von p53 nach Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (Bahn 3) 
sowie pΔE1sp1A-CMV-EGFP (Bahn 4) ist mit der bekannten (Endemann et al., 2003) 
Zytotoxizität des verwendeten GFP-Fragmentes zu erklären.  
 
Da in CFSC-Zellen nur ein schwacher Anstieg der p53 mRNA-Menge nach 
Transfektion mit dem ΔE1sp1A-CSRP2-p53 Konstrukt gegenüber den mit 
pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und pΔE1sp1A-CMV-EGFP gezeigt werden konnte, wurde in 
HEK 293-Zellen 2 µg DNA verschiedener Expressionsvektoren transfiziert, die 
transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und die Gesamt-RNA mit Hilfe des 
RNeasy® Mini kits isoliert. Diese wurde nach erfolgter Agarosegelelektrophorese wie 
beschrieben auf Nylonmembran geblottet und diese mit einer spezifischen Sonde 
hybridisiert. Als p53-RNA Sonde fungierte dabei das mit [α32P]dCTP gelabelte 
1468 bp EcoRI Fragment des PbR6 Vektors (siehe Abbildung 7 A). Der Nachweis der 
gebundenen radioaktiven Sonde erfolgte mittels dreitägiger Autoradiographie. Diese 
zeigt, wie in Abbildung 11 dargestellt, dass die p53 mRNA nach Transfektion mit 
pΔE1sp1A-CSRP2-p53 (Bahn 2) sowie mit pΔE1sp1A-CMV-p53 (Bahn 5) gegenüber 
nicht transfizierten Zellen (Bahn 1) und mit pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (Bahn 3) bzw. 
pΔE1sp1A-CMV-EGFP (Bahn 4) transfizierten Zellen signifikant vermehrt transkribiert 
wurde. Damit konnte die Expression des pΔE1sp1A-CSRP2-p53 und damit die 
korrekte Klonierung auf mRNA Ebene gezeigt werden.  
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Abbildung 11: Northern Blot zur Überprüfung der Expression des pΔE1sp1A-CSRP2-p53-
Konstruktes in HEK 293-Zellen 
Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurden je Bahn 10 µg Gesamt-RNA aufgetragen, 
der gleichmäßige Auftrag wurde anhand der 18S und 28S rRNA-Banden nach erfolgter 
Gelelektrophorese kontrolliert (Abbildung B). Das restlose Übertragen der RNA aus dem Gel auf die 
Membran wurde durch Betrachtung des Gels unter UV-Licht nach dem Blotting überprüft.   
RNA-Größe von endogenem und transfiziertem p53 differieren aufgrund unterschiedlicher 
Fragmentgrößen (endogen: 1604 bp plus PolyA, transfiziert: EcoRI-Fragment mit 1460 bp plus PolyA) 
Abbildung A zeigt das Ergebnis der Hybridisierung der p53-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde 
mit der Membran. Aufgetragen wurde die Gesamt-RNA der HEK 293 zwei Tage nach Transfektion:  
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte HEK 293 (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-p53  
Bahn 3: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (Transfektionskontrolle)  
Bahn 4: Transfektion mit pΔE1sp1A-CMV-EGFP (Transfektionskontrolle)  
Bahn 5: Transfektion mit pΔE1sp1A-CMV-p53 (Positivkontrolle) 
 
Western Blot 
Zur Kontrolle der p53 Überexpression auf Proteinebene wurden 2 µg DNA ver-
schiedener Expressionsvektoren in CFSC transfiziert, die transfizierten Zellen nach 
zwei Tagen geerntet und Proteinlysate erstellt. Abbildung 12 zeigt, dass trotz der in 
Abbildung 10 dargestellten vermehrten p53-mRNA-Transkription eine Überexpression 
von p53 mittels Western Blot Analyse nach Transfektion des pΔE1sp1A-CSRP2-p53-
Konstruktes (Bahn 5) in CFSC nicht nachgewiesen werden konnte. 
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Abbildung 12: Western Blot zur Überprüfung der Expression des 
pΔE1sp1A-CSRP2-p53-Konstruktes in CFSC 
30 µl der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
Der Nachweis von p53 erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Mouse-anti-p53 und 
einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG HRP. Als Marker wurde BenchMark™ 
Prestained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: 20 µl p53 Western Blotting Standard (Größenkontrolle)  
Bahn 2: 30 µl p53 Positiv Kontrolle   
Bahn 3: Transfektion von 2 µg pEGFP-C1 in CFSC (Transfektionskontrolle)  
Bahn 4: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-GFP in CFSC (Transfektionskontrolle)  
Bahn 5: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-p53 in CFSC  
Bahn 6: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte CFSC (Negativkontrolle) 
 
Aufgrund der deutlich vermehrten p53-mRNA-Transkription in HEK 293-Zellen nach 
Transfektion mit dem pΔE1sp1A-CSRP2-p53-Konstrukt (siehe Abbildung 11), wurden 
zur Überprüfung der Überexpression von p53 auf Proteinebene in HEK 293-Zellen 
2 µg DNA verschiedener Expressionsvektoren transfiziert, die transfizierten Zellen 
nach zwei Tagen geerntet und Proteinlysate erstellt. Abbildung 13 zeigt, dass trotz der 
in Abbildung 11 dargestellten vermehrten p53-mRNA-Transkription eine Überexpres-
sion von p53 mittels Western Blot Analyse nach Transfektion des pΔE1sp1A-CSRP2-
p53-Konstruktes (Bahn 2) in HEK 293-Zellen nicht nachgewiesen werden konnte.  
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Abbildung 13: Western Blot zur Überprüfung der Expression des 
pΔE1sp1A-CSRP2-p53-Konstruktes in HEK 293-Zellen 
25 µl der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
Der Nachweis von p53 erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Mouse-anti-p53 und 
einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörper anti-Mouse-IgG HRP. Als Marker wurde BenchMark™ 
Prestained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte HEK 293 (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-p53 in HEK 293  
Bahn 3: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-GFP in HEK 293 (Transfektionskontrolle)  
Bahn 4: Transfektion von 2 µg pEGFP-C1 in HEK 293 (Transfektionskontrolle)  
Bahn 5: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CMV-p53 in HEK 293 (Positivkontrolle)  
 
Reportergen Assay 
In CFSC-Zellen wurden 1 µg DNA verschiedener Expressionsvektoren sowie je 1 µg 
pp53-TA-Luc und 40 ng pRL-TK-Vektor transfiziert, die transfizierten Zellen nach 
einem Tag geerntet und der Dual-Luciferase® Reporter Assay wie unter 3.25 
beschrieben durchgeführt.  
pp53-TA-Luc enthält die cDNA der Firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines 
Minimalpromoters mit einem p53-Response-Element, so dass die gemessene 
Luciferaseaktivität direkt von der p53-Expression abhängt.  
Abbildung 14 zeigt eine erwartete, signifikante Erhöhung der p53-Expression nach 
Transfektion von CFSC mit der Positivkontrolle pΔE1sp1A-CMV-p53 gegenüber nicht 
transfizierten Zellen. Die Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-p53 hingegen führte nur 
zu einer geringen, nicht signifikanten Erhöhung des messbaren Luciferase-Levels und 
damit des exprimierten p53. 
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Abbildung 14: Dual-Luciferase® Reporter Assay zur quantitativen Erfassung der p53-Expression 
Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten mit je zwei technischen 
Wiederholungen des Dual-Luciferase® Reporter Assay nach Transfektion von CFSC-Zellen mit 
pΔE1sp1A-CSRP2-p53 bzw. mit pΔE1sp1A-CMV-p53 (Positivkontrolle) sowie von nicht transfizierten 
Zellen. Die Mittelwerte ergeben sich aus den Quotienten der gemessenen Firefly-Luciferase und der 
gemessenen Renilla-Luciferase, und zeigen damit die p53-Expression normalisiert auf die allgemeine 
Zellaktivität des entsprechenden Kulturwells.  
4.1.2 pΔE1sp1A-CSRP2-bax 
4.1.2.1 Klonierung 
Um das Gen für das pro-apoptotische Protein Bax der Ratte unter die transkriptionelle 
Kontrolle eines Fragmentes des humanen CSRP2-Promotors in ein Rekombi-
nationsplasmid zur Adenovirusherstellung zu klonieren, wurden die Plasmide 
pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (siehe 4.1.1.1) und pcDNA3rbax verwendet. Das 
pcDNA3rbax-Plasmid basiert auf dem pcDNA3-Vektor (Invitrogen, USA), in dessen 
multicloningsite die cDNA für das bax-Gen der Ratte ligiert wurde (Han et al., 1996).  
Die Plasmide pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und pcDNA3rbax wurden zunächst in 
kompetente Zellen transformiert, amplifiziert und die daraus angesetzten ÜN-Kulturen 
mittels Großpräparation aufgereinigt. pΔE1sp1A-CSRP2-GFP wurde wie unter 4.1.1.1 
beschrieben enzymatisch geschnitten (siehe Abbildung 15 B), das GFP-Fragment 
entfernt und der Vektor für die Ligation vorbereitet. Die Ligation erfolgte mit der bax-
cDNA aus pcDNA3rbax. Dieser Vektor wurde mit SmaI und XbaI geschnitten (siehe 
Abbildung 15 A), und die überhängenden Enden ebenfalls mit Hilfe des Klenow-
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Fragmentes aufgefüllt zu glatten Enden. Die anschließende Gelelektrophorese trennte 
die drei entstandenen Fragmente der Größen 595 bp, 1,1 kb und 4,3 kb voneinander. 
Das 595 bp-Fragment, welches die bax-cDNA enthielt, wurde isoliert und aufgereinigt.  
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Abbildung 15: Plasmidkarten und Restriktionsschema der Plasmide 
pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und pcDNA3rbax 
Nach erfolgter Ligation des bax-Inserts mit dem Vektor pΔE1sp1A-CSRP2 zu 
pΔE1sp1A-CSRP2-bax (siehe Abbildung 16) wurde der Ligationsansatz in kompetente 
Zellen transformiert und diese über Nacht auf LB-Amp-Agarplatten inkubiert. Von den 
gewachsenen Kolonien wurden Minipräparationen angefertigt und mit der ge-
wonnenen DNA in einer analytischen BamHI-Restriktion (siehe Abbildung 16) die 
Klone herausgefunden, die das bax-Insert in der richtigen Orientierung integriert 
hatten.  
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Abbildung 16: Plasmidkarte und Restriktionsschema des Plasmids pΔE1sp1A-CSRP2-bax 
Von einem dieser Klone wurde mittels Großpräparation DNA gewonnen und diese mit 
den Primern „3' shuttle Vektor Primer“ und „5' shuttle Vektor Primer“ sequenziert 
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(siehe Abbildung 17). Die in Abbildung 17 B und C ausschnittsweise dargestellten 
Sequenzierungen zeigten den korrekten Einbau des bax-Inserts.  
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Abbildung 17: Schema und Ergebnisse der Sequenzierung von pΔE1sp1A-CSRP2-bax 
Abbildung A zeigt die Plasmidkarte des klonierten Vektors pΔE1sp1A-CSRP2-bax mit den 
Annealingstellen der Primer „3' shuttle Vektor Primer“ und „5' shuttle Vektor Primer“. 
Abbildung B stellt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „5' shuttle Vektor 
Primer“ dar. Mit einem Pfeil ist das 5'-Ende des CSRP2-Promoterfragmentes gekennzeichnet. 
Abbildung C zeigt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „3' shuttle Vektor 
Primer“. Mit einem Pfeil ist das 3'-Ende der bax-cDNA gekennzeichnet. Mit roten Boxen sind die PolyA 
Signalsequenzen hervorgehoben.  
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4.1.2.2 Expressionskontrolle  
Northern Blot 
Aufgrund der unter 4.1.1.2 dargestellten Ergebnisse wurde die Überprüfung des 
pΔE1sp1A-CSRP2-bax-Konstruktes in HEK 293-Zellen durchgeführt. Dazu wurden 
2 µg DNA verschiedener Expressionsvektoren transfiziert, die transfizierten Zellen 
nach zwei Tagen geerntet und die Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits 
isoliert. Die RNA wurde nach erfolgter Agarosegelelektrophorese wie beschrieben auf 
eine Nylonmembran geblottet und diese mit einer spezifischen Sonde hybridisiert.  
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Abbildung 18: Northern Blot zur Überprüfung der Expression des pΔE1sp1A-CSRP2-bax-
Konstruktes in HEK 293-Zellen 
Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurden je Bahn 10 µg Gesamt-RNA aufgetragen, 
der gleichmäßige Auftrag wurde anhand der 18S und 28S rRNA-Banden nach erfolgter 
Gelelektrophorese kontrolliert (Abbildung B). Das restlose Übertragen der RNA aus dem Gel auf die 
Membran wurde durch Betrachtung des Gels unter UV-Licht nach dem Blotting überprüft. 
Abbildung A zeigt das Ergebnis der Hybridisierung der bax-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde 
mit der Membran. Aufgetragen wurde die Gesamt-RNA der HEK 293 zwei Tage nach Transfektion: 
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte HEK 293 (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-p53  
Bahn 3: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (Transfektionskontrolle  
Bahn 4: Transfektion mit pΔE1sp1A-CMV-EGFP (Transfektionskontrolle  
Bahn 5: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-bax. 
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Als bax-RNA-Sonde fungierte dabei das mit [α32P]dCTP gelabelte 476 bp BamHI-
Fragment des pΔE1sp1A-CSRP2-bax-Vektors (siehe Abbildung 16). Der Nachweis 
der gebundenen radioaktiven Sonde erfolgte mittels dreitägiger Autoradiographie. 
Diese zeigt, wie in Abbildung 18 dargestellt, dass die bax-cDNA einzig nach Transfek-
tion mit pΔE1sp1A-CSRP2-bax (Bahn 5) in HEK 293-Zellen stark transkribiert wurde.  
 
Western Blot 
Aufgrund der deutlich vermehrten bax mRNA-Transkription in HEK 293 nach 
Transfektion mit dem pΔE1sp1A-CSRP2-bax-Konstrukt, wurden zur Überprüfung der 
Überexpression von Bax auf Proteinebene in HEK 293-Zellen erneut 2 µg DNA 
verschiedener Expressionsvektoren transfiziert, die transfizierten Zellen nach zwei 
Tagen geerntet und Proteinlysate erstellt. Abbildung 19 zeigt, dass trotz der in 
Abbildung 18 dargestellten vermehrten bax mRNA-Transkription eine Überexpression 
von Bax mittels Western Blot-Analyse nach Transfektion des pΔE1sp1A-CSRP2-bax-
Konstruktes (Bahn 2) in HEK 293-Zellen nicht nachgewiesen werden konnte.  
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Abbildung 19: Western Blot zur Überprüfung der Expression des pΔE1sp1A-CSRP2-bax-
Konstruktes in HEK 293-Zellen 
25 µl der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
Der Nachweis von Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Rabbit-anti-Bax und 
einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Rabbit-IgG-HRP. Als Marker wurde BenchMark™ 
Prestained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in 
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte HEK 293 (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-bax in HEK 293  
Bahn 3: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-GFP in HEK 293 (Transfektionskontrolle)  
Bahn 4: Transfektion von 2 µg pEGFP-C1 in HEK 293 (Transfektionskontrolle) 
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Abbildung 19 zeigt jedoch, dass eine detektierbare Basisexpression des Bax-Proteins 
auch in nicht transfizierten HEK 293-Zellen vorhanden ist. Um auszuschließen, dass 
eine geringe, jedoch vorhandene Bax-Überexpression nach Transfektion durch die 
Basisexpression überdeckt und damit nicht erkannt wird, wurden in folgenden 
Klonierungen Expressionsvektoren erstellt, die zu einem c-myc-Bax-Fusionsprotein 
führten.  
4.1.3 CMV-myc-bax 
4.1.3.1 Klonierung 
Um bei Transfektionen eine Positivkontrolle erzeugen zu können wurde das bax-Gen 
der Ratte mit dem myc-tag fusioniert und unter die transkriptionelle Kontrolle des 
konstitutiv aktiven CMV-Promoters kloniert. Dazu wurden die Plasmide pCMV-myc 
und pcDNA3rbax (siehe 4.1.2.1) verwendet. pCMV-myc enthält neben einer 
Ampicillinresistenz, dem CMV-Promoter und einem PolyA Signal das c-myc Epitop tag 
mit einer anschließenden multicloningsite in die das Gen von Interesse im Leseraster 
ligiert werden kann.  
Die Plasmide pCMV-myc und pcDNA3rbax wurden zunächst in kompetente Zellen 
transformiert, amplifiziert und die daraus angesetzten ÜN-Kulturen mittels Groß-
präparation aufgereinigt. pCMV-myc wurde enzymatisch geschnitten mit KpnI (siehe 
Abbildung 20 B), die entstandenen überhängenden Enden mit Hilfe des Klenow-
Fragmentes zu glatten Enden aufgefüllt und der Vektor wie beschrieben zur Ligation 
vorbereitet. Die Ligation erfolgte mit der bax-cDNA, die wie unter 4.1.2.1 beschrieben 
aus pcDNA3rbax isoliert wurde (siehe auch Abbildung 20 A). 
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Abbildung 20: Plasmidkarten und Restriktionsschema der Plasmide pCMV-myc und 
pcDNA3rbax 
Nach erfolgter Ligation des bax-Inserts mit dem Vektor pCMV-myc zu pCMV-myc-bax 
(siehe Abbildung 21) wurde der Ligationsansatz in kompetente Zellen transformiert 
und diese über Nacht auf LB-Amp Agarplatten inkubiert. Von den gewachsenen 
Kolonien wurden Minipräparationen angefertigt und mit der gewonnenen DNA in einer 
StuI-Testrestriktion (siehe Abbildung 21) die Klone herausgefunden, die das bax-
Insert in der richtigen Orientierung integriert hatten.  
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Abbildung 21: Plasmidkarte und Restriktionsschema des Plasmids pCMV-myc-bax 
 
Von einem dieser Klone wurde mittels Großpräparation DNA gewonnen und diese mit 
den Primern „MA001 Primer“, „Gao 1 Primer“ und „Gao 2 Primer“ sequenziert (siehe 
Abbildung 22). Die in Abbildung 22 B und C ausschnittsweise dargestellten 
Sequenzierungen zeigten den korrekten Einbau des bax-Inserts.  
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Abbildung 22: Schema und Ergebnisse der Sequenzierung von pCMV-myc-bax 
Abbildung A zeigt die Plasmidkarte des klonierten Vektors pCMV-myc-bax mit den Annealingstellen der 
Primer „MA001 Primer“, „Gao 1 Primer“ und „Gao 2 Primer“. 
Abbildung B stellt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „MA001 Primer“ dar. 
Mit einem Pfeil ist das 3'-Ende des CMV-Promoters gekennzeichnet. 
Abbildung C zeigt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „MA001 Primer“. Mit 
einem Pfeil ist das 5'-Ende der bax-cDNA gekennzeichnet. Mit einer roten Box ist das myc-tag 
hervorgehoben.  
Die korrekte Klonierung des bax-Inserts wurde durch weitere, hier nicht gezeigte, Sequenzierungen mit 
den in Abbildung A dargestellten Primern „Gao 1 Primer“ und „Gao 2 Primer“ bestätigt.  
 
92   4 Ergebnisse 
4.1.3.2 Expressionskontrolle 
Western Blot 
In CFSC-Zellen wurden verschiedene Mengen des pCMV-myc-bax-Vektors trans-
fiziert, die transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und Proteinlysate erstellt. 
Abbildung 23 zeigt eine von der Menge der transfizierten DNA abhängige Expression 
eines myc-gelabelten Proteins, das mit der Größe von myc-Bax übereinstimmt. Dieser 
Expressionsnachweis des myc-Fusionsproteins der erwarteten Größe lässt gemein-
sam mit der korrekten Sequenzierung (siehe Abbildung 22) auf die korrekte 
Klonierung und Expression des myc-Bax-Proteins schließen.  
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Abbildung 23: Western Blot zur Überprüfung der Expression des pCMV-myc-bax- 
Konstruktes in CFSC 
73 µg der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Der Nachweis von myc-Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers 
Mouse-anti-c-myc und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG-HRP. Als Marker 
wurde SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in: 
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte CFSC (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion von 0,25 µg pCMV-myc-bax in CFSC  
Bahn 3: Transfektion von 0,50 µg pCMV-myc-bax in CFSC  
Bahn 4: Transfektion von 0,75 µg pCMV-myc-bax in CFSC. 
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4.1.4 CSRP2-myc-bax 
4.1.4.1 Klonierung 
Die bax-cDNA der Ratte wurde mit dem myc-tag fusioniert und unter die 
transkriptionelle Kontrolle des S/X-Fragments des humanen CSRP2-Promotors 
kloniert. Dazu wurden das unter 4.1.3 erstellte Plasmid pCMV-myc-bax und pEGFP-
CSRP2 verwendet. Das pEGFP-CSRP2-Plasmid basiert auf dem pEGFP-C1-Vektor, 
dessen CMV-Promoter gegen das SX-Fragment des humanen CSRP2-Promoters 
ausgetauscht wurde.  
Die Plasmide pCMV-myc-bax und pEGFP-CSRP2 wurden zunächst in kompetente 
Zellen transformiert, amplifiziert und die daraus angesetzten ÜN-Kulturen mittels 
Großpräparation aufgereinigt. pEGFP-CSRP2 wurde enzymatisch geschnitten mit 
AgeI und EcoRI (siehe Abbildung 24 A) und die entstandenen überhängenden Enden 
mit Hilfe des Klenow-Fragmentes zu glatten Enden aufgefüllt. In der darauf folgenden 
Gelelektrophorese wurde der 4,3 kb große Vektor vom 759 bp großen GFP-Insert 
getrennt und anschließend isoliert. Der isolierte Vektor wurde wie beschrieben zur 
Ligation mit der myc-bax-cDNA aus pCMV-myc-bax vorbereitet. pCMV-myc-bax 
wurde mit XbaI geschnitten (siehe Abbildung 24 B), und die überhängenden Enden 
ebenfalls mit Hilfe des Klenow-Fragmentes zu glatten Enden aufgefüllt. Die 
anschließende Gelelektrophorese trennte die beiden entstandenen Fragmente der 
Größen 1109 bp und 3,2 kb voneinander. Das 1109 bp Fragment, welches die 
myc-bax-cDNA enthielt, wurde isoliert und aufgereinigt. 
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Abbildung 24: Plasmidkarten und Restriktionsschema der Plasmide pEGFP-CSRP2 und 
pCMV-myc-bax 
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Nach erfolgter Ligation des myc-bax-Inserts mit dem Vektor pEGFP-CSRP2 zu 
pCSRP2-myc-bax (siehe Abbildung 25) wurde der Ligationsansatz in kompetente 
Zellen transformiert und diese über Nacht auf LB-Kan-Agarplatten inkubiert. Von den 
gewachsenen Kolonien wurden Minipräparationen angefertigt und mit der ge-
wonnenen DNA in einer StuI-Testrestriktion (siehe Abbildung 25) die Klone heraus-
gefunden, die das myc-bax-Insert in der richtigen Orientierung integriert hatten.  
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Abbildung 25: Plasmidkarte und Restriktionsschema des Plasmids pCSRP2-myc-bax 
 
Mittels Großpräparation gewonnene DNA einer dieser Klone wurde mit den Primern 
„Sus Primer“ und „Gao 2 Primer“ sequenziert (siehe Abbildung 26). Die in Abbildung 
26 B und C ausschnittsweise dargestellten Sequenzierungen zeigten den korrekten 
Einbau des bax-Inserts.  
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Abbildung 26: Schema und Ergebnisse der Sequenzierung von pCSRP2-myc-bax 
Abbildung A zeigt die Plasmidkarte des klonierten Vektors pCSRP2-myc-bax, mit den Annealingstellen 
der Primer „Sus Primer“ und „Gao 2 Primer“. 
Abbildung B stellt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „Sus Primer“ dar. Mit 
einem Pfeil ist das 3'-Ende des CSRP2-Promoterfragmentes, sowie das 5'-Ende der bax-cDNA 
gekennzeichnet. Mit einer roten Box ist das myc-tag hervorgehoben.  
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Abbildung C zeigt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „Gao 2 Primer“. Mit 
einem Pfeil ist das 3’-Ende der bax-cDNA gekennzeichnet.  
 
4.1.4.2 Expressionskontrolle 
Western Blot 
In CFSC-Zellen wurden verschiedene Mengen des pCSRP2-myc-bax-Vektors 
transfiziert, die transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und Proteinlysate 
erstellt. Abbildung 27 zeigt eine von der Menge der transfizierten DNA abhängige 
Expression eines myc-gelabelten Proteins, das mit der Größe von myc-Bax 
übereinstimmt. Dieser Expressionsnachweis des myc-Fusionsproteins der erwarteten 
Größe lässt gemeinsam mit der korrekten Sequenzierung (siehe Abbildung 26) auf die 
korrekte Klonierung und Expression des myc-Bax-Proteins schließen.  
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Abbildung 27: Western Blot zur Überprüfung der Expression des pCSRP2-myc-bax-Konstruktes 
in CFSC 
47 µg der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Der Nachweis von myc-Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers 
Mouse-anti-c-myc und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG HRP. Als Marker 
wurde SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte CFSC (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion von 0,25 µg pCSRP2-myc-bax in CFSC  
Bahn 3: Transfektion von 0,50 µg pCSRP2-myc-bax in CFSC  
Bahn 4: Transfektion von 1,00 µg pCSRP2-myc-bax in CFSC 
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4.1.5 pΔE1sp1A-CMV-myc-bax 
4.1.5.1 Klonierung 
Um das bax-Gen der Ratte mit dem myc-tag fusioniert unter die transkriptionelle 
Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV-Promoters in ein Rekombinationsplasmid zur 
Adenovirusherstellung zu klonieren, wurden das unter 4.1.3 hergestellte pCMV-myc-
bax-Plasmid und pΔE1sp1A-CMV-EGFP verwendet. Das pΔE1sp1A-CMV-EGFP-
Plasmid basiert auf einem Shuttlevektor, der die EGFP-cDNA unter der trans-
kriptionellen Kontrolle des CMV-Promoters enthält (Weiskirchen et al., 2000).  
Die Plasmide pCMV-myc-bax und pΔE1sp1A-CMV-EGFP wurden zunächst in 
kompetente Zellen transformiert, amplifiziert und die daraus angesetzten ÜN-Kulturen 
mittels Großpräparation aufgereinigt. pΔE1sp1A-CMV-EGFP wurde enzymatisch 
geschnitten mit MluI und AgeI (siehe Abbildung 28) und die entstandenen 
überhängenden Enden mit Hilfe des Klenow-Fragmentes zu glatten Enden aufgefüllt. 
In der darauf folgenden Gelelektrophorese konnte der 7,0 kb große Vektor vom 1,0 kb 
GFP-Fragment getrennt und anschließend isoliert werden. Für die Ligation mit der 
myc-bax-cDNA aus wurde der geöffnete Vektor wie beschrieben vorbereitet. pCMV-
myc-bax wurde mit XbaI geschnitten (siehe Abbildung 28 A) und die überhängenden 
Enden ebenfalls mit Hilfe des Klenow-Fragmentes aufgefüllt zu glatten Enden. Die 
anschließende Gelelektrophorese trennte die entstehenden Fragmente der Größen 
1,1 kb und 3,3 kb voneinander. Das 1,1 kb Fragment, welches die myc-bax-cDNA 
enthielt, wurde isoliert und aufgereinigt. 
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Abbildung 28: Plasmidkarten und Restriktionsschema der Plasmide 
pΔE1sp1A-CMV-EGFP und pCMV-myc-bax 
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Nach erfolgter Ligation des myc-bax-Inserts mit dem Vektor pΔE1sp1A-CMV-EGFP zu 
pΔE1sp1A-CMV-myc-bax (siehe Abbildung 29) wurde der Ligationsansatz in 
kompetente Zellen transformiert und diese über Nacht auf LB-Amp-Agarplatten 
inkubiert. Von den gewachsenen Kolonien wurden Minipräparationen angefertigt und 
mit der gewonnenen DNA in einer analytischen StuI-Restriktion (siehe Abbildung 29) 
die Klone herausgefunden, die das myc-bax Insert in der richtigen Orientierung 
integriert hatten.  
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Abbildung 29: Plasmidkarte und Restriktionsschema des Plasmids pΔE1sp1A-CMV-myc-bax 
 
Von einem dieser Klone mittels Großpräparation gewonnene DNA wurde mit den 
Primern „MA001 Primer“ und „Gao 2 Primer“ sequenziert (siehe Abbildung 30). Die in 
Abbildung 30 B und C ausschnittsweise dargestellten Sequenzierungen zeigten den 
korrekten Einbau des myc-bax-Inserts. 
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Abbildung 30: Schema und Ergebnisse der Sequenzierung von pΔE1sp1A-CMV-myc-bax 
Abbildung A zeigt die Plasmidkarte des klonierten Vektors pΔE1sp1A-CMV-myc-bax, mit den 
Annealingstellen der Primer „MA001 Primer“ und „Gao 2 Primer“. 
Abbildung B stellt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „MA001 Primer“ dar. 
Mit einem Pfeil ist das 3'-Ende der bax-cDNA gekennzeichnet. Mit einer roten Box ist das myc-tag 
hervorgehoben.  
Abbildung C zeigt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „Gao 2 Primer“. Mit 
einem Pfeil ist das 5'-Ende der bax-cDNA gekennzeichnet.  
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4.1.5.2 Expressionskontrolle 
Western Blot 
In HEK 293-Zellen wurden 2 µg des pΔE1sp1A-CMV-myc-bax-Vektors transfiziert, die 
transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und Proteinlysate erstellt. Abbildung 31 
zeigt die Expression eines myc-gelabelten Proteins, das mit der Größe von myc-Bax 
übereinstimmt. Dieser Expressionsnachweis des myc-Fusionsproteins der erwarteten 
Größe lässt gemeinsam mit der korrekten Sequenzierung (siehe Abbildung 30) auf die 
korrekte Klonierung und Expression des myc-Bax-Proteins schließen. 
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Abbildung 31: Western Blot zur Überprüfung der Expression des 
pΔE1sp1A-CMV-myc-bax-Konstruktes in HEK 293-Zellen 
20 µl der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
Der Nachweis von myc-Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Mouse-anti-c-myc 
und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG HRP. Als Marker wurde SeeBlue® 
Plus 2 Pre-Stained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CMV-myc-bax in HEK 293-Zellen   
Bahn 2: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte HEK 293-Zellen (Negativkontrolle) 
 
4.1.6 pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax 
4.1.6.1 Klonierung 
Um das pro-apoptotische Gen bax der Ratte mit dem myc-tag fusioniert unter die 
transkriptionelle Kontrolle eines Fragmentes des humanen CSRP2-Promotors in ein 
Rekombinationsplasmid zur Adenovirusherstellung zu klonieren wurden die Plasmide 
pCSRP2-myc und pΔE1sp1A-CSRP2-GFP verwendet. Das unter 4.1.3 beschriebene 
pCMV-myc-bax Plasmid enthält das c-myc Epitop tag mit anschließender cDNA für 
das bax Gen der Ratte. Das pΔE1sp1A-CSRP2-GFP Plasmid basiert auf einem 
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Shuttlevektor, der die GFP cDNA unter der transkriptionellen Kontrolle eines humanen 
CSRP2-Promoterfragments enthält.  
Die Plasmide pCMV-myc-bax und pΔE1sp1A-CSRP2-GFP wurden zunächst in 
kompetente Zellen transformiert, amplifiziert und die daraus angesetzten ÜN-Kulturen 
mittels Großpräparation aufgereinigt. pΔE1sp1A-CSRP2-GFP wurde enzymatisch ge-
schnitten mit MluI und AgeI (siehe Abbildung 32), und die entstandenen über-
hängenden Enden mit Hilfe des Klenow-Fragmentes zu glatten Enden aufgefüllt. In 
der darauf folgenden Gelelektrophorese konnten so das 1,0 kb und das 7,3 kb große 
Fragment von einander getrennt und das größere Fragment anschließend isoliert 
werden. Um Religationen des geöffneten Plasmids zu vermeiden wurde der Vektor 
dephosphoryliert und vor der Ligation durch Phenolisierung und Ethanolfällung aufge-
reinigt. Die Ligation erfolgte mit der myc-bax cDNA aus pCMV-myc-bax. Dieser Vektor 
wurde mit XbaI geschnitten (siehe Abbildung 32 B), und die überhängenden Enden 
ebenfalls mit Hilfe des Klenow-Fragmentes aufgefüllt zu glatten Enden. Die an-
schließende Gelelektrophorese trennte die entstehenden Fragmente der Größen 1,1 
kb und 3,3 kb voneinander. Das 1,1 kb Fragment, welches die myc-bax cDNA enthielt, 
wurde isoliert und aufgereinigt. 
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Abbildung 32: Plasmidkarten und Restriktionsschema der Plasmide pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und 
pCMV-myc-bax 
 
Nach erfolgter Ligation des myc-bax-Inserts mit dem Vektor pΔE1sp1A-CSRP2-GFP 
zu pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax (siehe Abbildung 33) wurde der Ligationsansatz in 
kompetente Zellen transformiert und diese über Nacht auf LB-amp Agarplatten 
inkubiert. Von den gewachsenen Kolonien wurden Minipräparationen angefertigt und 
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mit der gewonnenen DNA in einer StuI Testrestriktion (siehe Abbildung 33) die Klone 
herausgefunden, die das myc-bax Insert in der richtigen Orientierung integriert hatten. 
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Abbildung 33: Plasmidkarte und Restriktionsschema des Plasmids 
pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax 
 
Von einem dieser Klone wurde mittels Großpräparation großmaßstablich DNA 
gewonnen und diese mit den Primern „Sus Primer“ und „Gao 2 Primer“ sequenziert 
(siehe Abbildung 34 A). Die in Abbildung 34 B und C ausschnittsweise dargestellten 
Sequenzierungen zeigten den korrekten Einbau des myc-bax Inserts. 
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Abbildung 34: Schema und Ergebnisse der Sequenzierung von pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax 
Abbildung A zeigt die Plasmidkarte des klonierten Vektors pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax, mit den 
Annealingstellen der Primer „Sus Primer“ und „Gao 2 Primer“. 
Abbildung B stellt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „Sus Primer“ dar. Mit 
einem Pfeil ist das 3' Ende des CSRP2-Promoterfragmentes gekennzeichnet. 
Abbildung C zeigt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „Gao 2 Primer“. Mit 
einem Pfeil ist das 3' Ende der bax cDNA gekennzeichnet.  
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4.1.6.2 Expressionskontrolle 
Western Blot 
In HEK 293-Zellen wurden verschiedene Mengen des pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax-
Vektors transfiziert, die transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und Protein-
lysate erstellt. Abbildung 35 zeigt eine von der Menge der transfizierten DNA 
abhängige Expression eines myc-gelabelten Proteins, das mit der Größe von myc-Bax 
übereinstimmt. Dieser Expressionsnachweis des myc-Fusionsproteins der erwarteten 
Größe lässt gemeinsam mit der korrekten Sequenzierung (siehe Abbildung 34) auf die 
korrekte Klonierung und Expression des myc-Bax-Proteins schließen.  
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Abbildung 35: Western Blot zur Überprüfung der Expression des pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax-
Konstruktes in HEK 293-Zellen 
20 µl der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
Der Nachweis von myc-Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Mouse-anti-c-myc 
und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG-HRP. Als Marker wurde SeeBlue® 
Plus 2 Pre-Stained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte HEK 293-Zellen (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion von 1 µg pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax in HEK 293-Zellen  
Bahn 3: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax in HEK 293-Zellen. 
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4.1.7 pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk 
4.1.7.1 Klonierung 
Um das Gen für die Thymidinkinase des Herpes simplex Virus Typ 1 unter die 
transkriptionelle Kontrolle eines Fragmentes des humanen CSRP2-Promotors in ein 
Rekombinationsplasmid zur Adenovirusherstellung zu klonieren, wurden die Plasmide 
pΔE1sp1A-CSRP2-GFP (siehe 4.1.1.1) und pORF-HSV1tk verwendet. Das 
pORF-HSV1tk-Plasmid basiert auf dem pORF-Vektor, in dessen multicloningsite die 
cDNA der Thymidinkinase des Herpes simplex Virus Typ 1 ligiert wurde.  
Die Plasmide pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und pORF-HSV1tk wurden zunächst in 
kompetente Zellen transformiert, amplifiziert und die daraus angesetzten ÜN-Kulturen 
mittels Großpräparation aufgereinigt. pΔE1sp1A-CSRP2-GFP wurde wie unter 4.1.1.1 
beschrieben geöffnet, (siehe auch Abbildung 36 B) und für die Ligation vorbereitet. 
Die Ligation erfolgte mit der HSV1tk-cDNA aus pORF-HSV1tk. Dieser Vektor wurde 
mit NcoI und NheI geschnitten (siehe Abbildung 36 A) und die überhängenden Enden 
ebenfalls mit Hilfe des Klenow-Fragmentes zu glatten Enden aufgefüllt. Die 
anschließende Gelelektrophorese trennte die beiden entstandenen Fragmente der 
Größen 1139 bp und 2,5 kb voneinander. Das 1139 bp-Fragment, welches die 
HSV1tk-cDNA enthielt, wurde isoliert und aufgereinigt.  
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Abbildung 36: Plasmidkarten und Restriktionsschema der Plasmide 
pΔE1sp1A-CSRP2-GFP und pORF-HSV1tk 
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Nach erfolgter Ligation des HSV1tk-Inserts mit dem Vektor pΔE1sp1A-CSRP2 zu 
pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk (siehe Abbildung 37) wurde der Ligationsansatz in 
kompetente Zellen transformiert und diese über Nacht auf LB-amp-Agarplatten 
inkubiert. Von den gewachsenen Kolonien wurden Minipräparationen angefertigt und 
mit der gewonnenen DNA in einer EcoRI/BamHI-Testrestriktion (siehe Abbildung 37) 
die Klone herausgefunden, die das HSV1tk-Insert in der richtigen Orientierung 
integriert hatten.  
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Abbildung 37: Plasmidkarte und Restriktionsschema des Plasmids 
pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk 
 
Die mittels Großpräparation gewonnene DNA einer dieser Klone wurde mit den 
Primern „3' shuttle Vektor Primer“ und „5' shuttle Vektor Primer“ sequenziert (siehe 
Abbildung 38). Die in Abbildung 38 B und C ausschnittsweise dargestellten 
Sequenzierungen zeigten den korrekten Einbau des HSV1tk-Inserts.  
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Abbildung 38: Schema und Ergebnisse der Sequenzierung von pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk 
Abbildung A zeigt die Plasmidkarte des klonierten Vektors pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk, mit den 
Annealingstellen der Primer „3' shuttle Vektor Primer“ und „5' shuttle Vektor Primer“. 
Abbildung B stellt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „5' shuttle Vektor 
Primer“ dar. Mit einem Pfeil ist das 5'-Ende des CSRP2-Promoterfragmentes gekennzeichnet. 
Abbildung C zeigt ausschnittsweise die Ergebnisse der Sequenzierung mit dem „3' shuttle Vektor 
Primer“. Mit einem Pfeil ist das 3'-Ende der HSV1tk-cDNA gekennzeichnet. Mit roten Boxen sind die 
PolyA Signalsequenzen hervorgehoben.  
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4.1.7.2 Expressionskontrolle 
Northern Blot 
In CFSC-Zellen wurden 2 µg DNA verschiedener Expressionsvektoren transfiziert, die 
transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und die Gesamt-RNA mit Hilfe des 
RNeasy® Mini kits isoliert. Die RNA wurde nach erfolgter Agarosegelelektrophorese 
wie beschrieben auf eine Nylonmembran geblottet und diese mit einer spezifischen 
Sonde hybridisiert. Als HSV1tk-RNA-Sonde fungierte dabei das mit [α32P]dCTP 
gelabelte 1139 bp NcoI/NheI-Fragment des pORF-HSV1tk-Vektors (siehe Abbildung 
36 A). Der Nachweis der gebundenen radioaktiven Sonde erfolgte mittels sechs-
tägiger Autoradiographie. Diese zeigt, wie in Abbildung 39 dargestellt, dass die 
HSV1tk-cDNA nach Transfektion ausschließlich in den mit pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk 
transfizierten Zellen (Bahn 2) transkribiert wurde.  
28S rRNA
18S rRNA
HSV1tk 1339 bp
1 2 3 4
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B
18S rRNA 1700 bp
 
Abbildung 39: Northern Blot zur Überprüfung der Expression des 
pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk-Konstruktes in CFSC 
Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurden je Bahn 4 µg Gesamt-RNA aufgetragen, der 
gleichmäßige Auftrag wurde anhand der 18S und 28S rRNA-Banden nach erfolgter Gelelektrophorese 
kontrolliert (Abbildung B). Das restlose Übertragen der RNA aus dem Gel auf die Membran wurde 
durch Betrachtung des Gels unter UV-Licht nach dem Blotting überprüft.   
Abbildung A zeigt das Ergebnis der Hybridisierung der HSV1tk-spezifischen, radioaktiv markierten 
Sonde mit der Membran. Dabei wurde aufgetragen in 
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte CFSC (Negativkontrolle)  
Bahn 2: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk in CFSC   
Bahn 3: Transfektion mit pΔE1sp1A-CSRP2-GFP in CFSC (Transfektionskontrolle)  
Bahn 4: Transfektion mit pEGFP-C1 in CFSC (Transfektionskontrolle) 
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Western Blot 
In HEK 293-Zellen wurden 2 µg DNA des pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk-Vektors 
transfiziert, die transfizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und Proteinlysate 
erstellt. Abbildung 40 zeigt die Expression von HSV1tk in HEK 293-Zellen aus-
schließlich nach Transfektion mit dem ΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk Vektor.  
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Abbildung 40: Western Blot zur Überprüfung der Expression des pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk-
Konstruktes in HEK 293-Zellen 
25 µl der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
Der Nachweis von HSV1tk erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Rabbit-anti-HSV1tk 
und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Rabbit-IgG-HRP. Als Marker wurde BenchMark™ 
Prestained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte HEK 293  
Bahn 2: Transfektion von 2 µg pΔE1sp1A-CSRP2-HSV1tk in HEK 293  
Bahn 3: Positivkontrolle: Transfektion von HSV1tk unter der transkriptionellen Kontrolle des konstitutiv 
aktiven HTLV-Promoters in COS7-Zellen (Janoschek et al., 2004), zur Verfügung gestellt von 
N. Janoschek, Universitätsklinikum Aachen  
4.1.8 Konstruktion von Adenoviren 
Zur Infektion von Primärzellen und Zelllinien wurden von einigen der unter 4.1 
dargestellten Konstrukte wie beschrieben Adenoviren hergestellt. Zur Überprüfung der 
Viren wurden verschiedene Zelllinien infiziert und die Transkription und Translation 
der Konstrukte in Northern Blots und Western Blots überprüft.  
4.1.8.1 Expressionskontrolle Ad-CSRP2-p53 
Northern Blot 
CFSC-, COS7- und HEK 293-Zellen wurden mit Ad-CSRP2-p53-Adenoviren bzw. als 
Positivkontrolle mit Ad-CMV-p53-Adenoviren infiziert, die infizierten Zellen nach ein 
(HEK 293) bzw. zwei Tagen geerntet und die Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy® 
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Mini Kits isoliert. Die RNA wurde nach erfolgter Agarosegelelektrophorese wie 
beschrieben auf eine Nylonmembran geblottet und diese mit einer spezifischen Sonde 
hybridisiert. Als p53-RNA-Sonde fungierte dabei das mit [α32P]dCTP gelabelte 
1468 bp EcoRI-Fragment des PbR6-Vektors (siehe Abbildung 7 A). Der Nachweis der 
gebundenen radioaktiven Sonde erfolgte mittels dreitägiger Autoradiographie (siehe 
Abbildung 41). Diese zeigt, dass in allen drei Zelllinien p53 RNA überexprimiert wird 
nach Infektion mit Ad-CSRP2-p53-Viren. 
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Abbildung 41: Northern Blot zur Überprüfung der Expression des Ad-CSRP2-p53-Konstruktes in 
CFSC-, COS7- sowie HEK 293-Zellen 
Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurden je Bahn 1,7 µg Gesamt-RNA aufgetragen, 
der gleichmäßige Auftrag wurde anhand der 18S und 28S rRNA-Banden nach erfolgter 
Gelelektrophorese kontrolliert (Abbildung B). Das restlose Übertragen der RNA aus dem Gel auf die 
Membran wurde durch Betrachtung des Gels unter UV-Licht nach dem Blotting überprüft.   
Abbildung A zeigt das Ergebnis der Hybridisierung der p53-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde 
mit der Membran. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: Ad-CMV-p53 infizierte CFSC-Zellen (Positivkontrolle)  
Bahn 2: Ad-CSRP2-p53 infizierte CFSC-Zellen  
Bahn 3: nicht infizierte CFSC-Zellen (Negativkontrolle)  
Bahn 4: Ad-CMV-p53 infizierte COS7-Zellen (Positivkontrolle)  
Bahn 5: Ad-CSRP2-p53 infizierte COS7-Zellen  
Bahn 6: nicht infizierten COS7-Zellen (Negativkontrolle)  
Bahn 7: Ad-CMV-p53 infizierte HEK 293-Zellen (Positivkontrolle)  
Bahn 8: Ad-CSRP2-p53 infizierte HEK 293-Zellen  
Bahn 9: nicht infizierte HEK 293-Zellen (Negativkontrolle) 
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Western Blot 
CFSC-Zellen wurden mit 2x108 pfu/ml Ad-CSRP2-p53-Adenoviren bzw. als Positiv-
kontrolle mit Ad-CMV-p53-Adenoviren infiziert, die infizierten Zellen nach zwei Tagen 
geerntet und Proteinlysate erstellt. Abbildung 42 zeigt die Überexpression von p53 
nach Infektion von CFSC-Zellen mit Ad-CSRP2-p53-Adenoviren.  
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Abbildung 42: Western Blot zur Überprüfung der Expression der 
Ad-CSRP2-p53-Adenoviren in CFSC 
88 µg der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Der Nachweis von p53 erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Mouse-anti-
p53 und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG-HRP. Als Marker wurde 
BenchMark™ Prestained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: Ad-CMV-p53 infizierte CFSC (Positivkontrolle)  
Bahn 2: nicht infizierten CFSC (Negativkontrolle)  
Bahn 3: Ad-CSRP2-p53 infizierte CFSC 
 
4.1.8.2 Expressionskontrolle Ad-CSRP2-bax 
Northern Blot 
HEK 293-Zellen wurden mit 2x108 pfu/ml Ad-CSRP2-bax-Adenoviren infiziert, die 
infizierten Zellen nach einem Tag geerntet und die Gesamt-RNA mit Hilfe des 
RNeasy® Mini Kits isoliert. Die RNA wurde nach erfolgter Agarosegelelektrophorese 
wie beschrieben auf eine Nylonmembran geblottet und diese mit einer spezifischen 
Sonde hybridisiert. Als bax-RNA-Sonde fungierte dabei das mit [α32P]dCTP gelabelte 
476 bp BamHI-Fragment des pΔE1sp1A-CSRP2-bax-Vektors (siehe Abbildung 16). 
Der Nachweis der gebundenen radioaktiven Sonde erfolgte mittels dreitägiger 
Autoradiographie (siehe Abbildung 43). Diese zeigt, dass in HEK 293-Zellen bax-RNA 
überexprimiert wird nach Infektion mit Ad-CSRP2-bax-Viren. 
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Abbildung 43: Northern Blot zur Überprüfung der Expression des Ad-CSRP2-bax- 
Konstruktes in HEK 293-Zellen 
Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurden je Bahn 10 µg Gesamt-RNA aufgetragen, 
der gleichmäßige Auftrag wurde anhand der 18S und 28S rRNA-Banden nach erfolgter 
Gelelektrophorese kontrolliert (Abbildung B). Das restlose Übertragen der RNA aus dem Gel auf die 
Membran wurde durch Betrachtung des Gels unter UV-Licht nach dem Blotting überprüft. Abbildung A 
zeigt das Ergebnis der Hybridisierung der bax-spezifischen, radioaktiv markierten Sonde mit der 
Membran. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: Ad-CSRP2-bax infizierte HEK 293-Zellen  
Bahn 2: nicht infizierte HEK 293-Zellen (Negativkontrolle) 
 
Western Blot 
CFSC-Zellen wurden mit 5x108 pfu/ml Ad-CSRP2-bax-Adenoviren infiziert, die 
infizierten Zellen nach zwei Tagen geerntet und Proteinlysate erstellt. Abbildung 44 
zeigt, dass trotz der in Abbildung 43 dargestellten vermehrten bax-cDNA-Transkription 
eine Überexpression von Bax mittels Westen Blot Analyse nach Infektion mit 
Ad-CSRP2-bax-Adenoviren (Bahn 1) in CFSC-Zellen nicht nachgewiesen werden 
konnte.  
Die Northern Blot-Analysen in Abbildung 18 und Abbildung 43 zeigen, dass jeweils 
nach Transfektion bzw. Infektion eine erhöhte bax-mRNA-Produktion nachgewiesen 
werden konnte, die darauf folgenden Western Blot Analysen in Abbildung 19 und 
Abbildung 44 zeigen jedoch in beiden Fällen keine Überexpression des Bax-Proteins. 
Daher wurde, um eine zu geringe Nachweisspezifität aufgrund des Antikörpers 
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auszuschließen, das pΔE1sp1A-CSRP2-myc-bax-Konstrukt zur Adenovirenher-
stellung kloniert (siehe 4.1.6). 
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Abbildung 44: Western Blot zur Überprüfung der Expression des Ad-CSRP2-bax- 
Konstruktes in CFSC 
42 µl der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. 
Der Nachweis von Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Rabbit-anti-Bax und 
einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Rabbit-IgG HRP. Als Marker wurde BenchMark™ 
Prestained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: Ad-CSRP2-bax infizierte CFSC  
Bahn 2: leer  
Bahn 3: nicht infizierte CFSC (Negativkontrolle) 
4.1.8.3 Ad-CMV-myc-bax 
Trotz mehrfacher Rekombinationsversuche konnten von diesem Konstrukt keine 
Adenoviren hergestellt werden.  
4.1.8.4 Ad-CSRP2-myc-bax 
Trotz mehrfacher Rekombinationsversuche konnten von diesem Konstrukt keine 
Adenoviren hergestellt werden.  
4.1.9 Überprüfung der Apoptoseinduktion von CSRP2-p53 
Durch überexprimiertes p53 induzierte Apoptose sollte auf verschiedene Arten 
nachgewiesen werden. Da sich apoptotische Zellen von vitalen und nekrotischen 
Zellen unterscheiden, wurden die folgenden Versuche durchgeführt, um die Apoptose 
in verschiedenen Stadien nachweisen zu können 
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4.1.9.1 Caspase 3-Assay 
Die Bestimmung der Caspase 3-Aktivität erfolgte wie beschrieben drei Tage nach der 
Infektion von drei Tage alten rHSC mit verschiedenen Adenoviren. Dabei dienten 
Ad-CMV-p53 als Positivkontrolle für eine Apoptoseinduktion, Ad-CMV-CSRP2 als 
Kontrolle für eine Infektion ohne apoptotische Komponente (Viruskontrolle) und 
Ad-CSRP2-GFP ebenfalls als Viruskontrolle und zur optischen Kontrolle der Infektion.  
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Abbildung 45: Bestimmung der Caspase 3-Aktivität nach Infektion mit 
verschiedenen Adenoviren 
Die Abbildung zeigt die ermittelten und auf den DNA-Gehalt bezogenen Caspase 3-Aktivitäten von 
rHSC nach Infektion mit den Adenoviren Ad-CSRP2-p53, Ad-CMV-p53, Ad-CMV-CSRP2 und 
Ad-CSRP2-GFP bzw. von gleich behandelten, jedoch nicht infizierten rHSC. Ausgewertet wurden dabei 
drei unabhängige Versuche mit jeweils drei technischen Wiederholungen.  
 
Abbildung 45 zeigt zunächst eine signifikante Caspase 3-Erhöhung und damit 
Apoptoseinduktion durch Infektion mit Ad-CMV-p53. Im Gegensatz dazu konnte 
jedoch keine signifikante Caspase 3-Aktivitätssteigerung durch Infektion von rHSC mit 
Ad-CSRP2-p53 nachgewiesen werden. Die massive Erhöhung der Caspase 3-Akti-
vität nach Infektion mit Ad-CSRP2-GFP ist mit der bekannten (Endemann et al., 2003) 
Zytotoxizität des verwendeten GFP-Fragmentes zu erklären.  
4.1.9.2 Cell Death-ELISA 
Die Bestimmung des Grades der DNA-Fragmentierung erfolgte wie beschrieben mit 
Hilfe eines Cell Death-ELISAs drei Tage nach der Infektion von drei Tage alten rHSC 
mit verschiedenen Adenoviren. Dabei dienten Ad-CMV-p53 als Positivkontrolle für 
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eine Apoptoseinduktion, Ad-CMV-CSRP2 als Kontrolle für eine Infektion ohne 
apoptotische Komponente (Viruskontrolle) und Ad-CSRP2-GFP ebenfalls als 
Viruskontrolle und zur optischen Kontrolle der Infektion. 
Abbildung 46 zeigt, dass in rHSC weder nach Infektion mit Ad-CMV-p53 noch nach 
Infektion mit Ad-CSRP2-p53 eine signifikant erhöhte DNA-Fragmentierung gegenüber 
nicht infizierten rHSC nachgewiesen werden konnte. Einen insgesamt korrekten 
Verlauf des ELISAs zeigt die hoch signifikante Erhöhung des system-internen 
Positivkontrollwertes an.  
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Abbildung 46: Bestimmung des Grades der DNA-Fragmentierung nach Infektion mit 
verschiedenen Adenoviren im Cell Death-ELISA 
Die Abbildung zeigt die ermittelten und auf den DNA-Gehalt bezogenen Cell Death-ELISA-Werte von 
rHSC nach Infektion mit den Adenoviren Ad-CSRP2-p53, Ad-CMV-p53, Ad-CMV-CSRP2 und 
Ad-CSRP2-GFP bzw. von gleich behandelten, jedoch nicht infizierten rHSC sowie der Assay-
Positivkontrolle. Ausgewertet wurden dabei die Mittelwerte der vier technischen Wiederholungen aus 
vier unabhängigen Versuchen.  
4.1.9.3 Annexin V-Färbung 
Die Membran-Asymmetrie bei gleichzeitig intakter Kernmembran früher apoptotischer 
rHSC nach Infektion mit verschiedenen Adenoviren wurde wie beschrieben drei Tage 
nach der Infektion drei Tage alter rHSC mittels Annexin-V Färbung untersucht. Dabei 
dienten Ad-CMV-p53 als Positivkontrolle für eine Apoptoseinduktion und 
Ad-CMV-CSRP2 als Kontrolle für eine Infektion ohne apoptotische Komponente 
(Viruskontrolle). 
116   4 Ergebnisse 
Ad-CMV-p53
nicht infiziert
Ad-CMV-CSRP2
Ad-CSRP2-p53
 
Abbildung 47: Annexin V-Färbung infizierter rHSC 
Dargestellt ist repräsentativ für drei unabhängige Experimente die Anfärbung von Phosphatidylserin mit 
Annexin V in rHSC nach Infektion mit verschiedenen Adenoviren. Apoptotische und nekrotische Zellen 
erscheinen dadurch in grünem Fluoreszenzlicht grün, nekrotische Zellen erscheinen zusätzlich durch 
die Anfärbung der DNA mit Propidiumiodid rot.  
4 Ergebnisse    117 
Abbildung 47 zeigt, dass sich nach Infektion von rHSC mit Ad-CSRP2-p53 deutlich 
mehr Zellen in einer frühen apoptotischen Phase befinden, als nicht infizierte rHSC 
oder mit dem Kontrollvirus Ad-CMV-CSRP2 infizierte Zellen. Die stärkste Apoptose-
induktion konnte wie erwartet durch Infektion mit Ad-CMV-p53 erzielt werden. 
4.1.9.4 p53-Immunhistochemie 
Zur Anfärbung von p53 in infizierten rHSC wurde eine Immunfluoreszenzfärbung wie 
beschrieben drei Tage nach Infektion von drei Tage alten rHSC durchgeführt. Dabei 
dienten Ad-CMV-p53 als Positivkontrolle für eine Apoptoseinduktion und Ad-CMV-
CSRP2 als Kontrolle für eine Infektion ohne apoptotische Komponente (Virus-
kontrolle). Abbildung 48 zeigt, dass in der Negativkontrolle, in nicht infizierten und in 
mit Ad-CMV-CSRP2 infizierten rHSC keine p53-Expression durch Immunfluores-
zenzfärbung nachgewiesen werden konnte. Nach Infektion mit Ad-CMV-p53 konnte 
eine massive p53-Überexpression gezeigt werden, wohingegen eine Infektion von 
rHSC mit Ad-CSRP2-p53 nur in einzelnen Zellen zu einer p53-Überexpression führte.  
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Abbildung 48: Immunfluoreszenzfärbung von p53 in infizierten rHSC 
Dargestellt ist repräsentativ für drei unabhängige Experimente die Immunfluoreszenzfärbung von p53 in 
rHSC nach Infektion mit verschiedenen Adenoviren.  
4.1.10 Hypothese der Selbst-Limitierung 
Aufgrund der bis hier dargestellten Ergebnisse, die keine einheitliche Interpretation 
zulassen, wurde die Hypothese der Selbst-Limitierung aufgestellt und überprüft. Dabei 
sollte festgestellt werden, ob, wie in Abbildung 49 dargestellt, gebildetes p53 das ver-
wendete Fragment des humanen CSRP2-Promotors reprimiert und damit die weitere 
p53-Bildung inhibiert.  
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Abbildung 49: Hypothese der Selbst-Limitierung 
4.1.10.1 Western Blot zur Überprüfung der Selbst-Limitierungs-Hypothese 
Zur Überprüfung der Hypothese wurden rHSC wie beschrieben mit Ad-CMV-p53 
Adenoviren und Ad-CSRP2-GFP Adenoviren co-infiziert. Ob das durch die Infektion 
mit Ad-CMV-p53 überexprimierte p53 regulativen Einfluss auf die Bildung des durch 
das CSRP2-Promotorfragment kontrollierten GFP hat, wurde mittels Western Blot 
untersucht.  
Abbildung 50 A zeigt insbesondere in Bahn 5 und 6, dass in nur mit Ad-CSRP2-GFP 
infizierten rHSC (Bahn 6) deutlich mehr GFP exprimiert wird, als in den rHSC, die 
zusätzlich noch mit Ad-CMV-p53 infiziert wurden (Bahn 5). Dies deutet auf einen 
reprimierenden Einfluss des in den co-infizierten Zellen überexprimierten p53 auf das 
verwendete CSRP2-Promotorfragment hin. Aus Abbildung 50 B kann entnommen 
werden, dass 48 Std nach der Co-Infektion eine deutliche p53-Überexpression erfolgt 
ist (Bahn 3). Diese hohe p53-Menge ist somit vermutlich für die hier beschriebene 
verminderte GFP-Bildung nach 72 Std verantwortlich. Sinkt die p53-Menge anschlies-
send wieder (Abbildung 50 B, Bahn 5), sinkt auch der repremierende Einfluss des p53 
auf das CSRP2-Promotorfragment und GFP wird in nahezu gleicher Menge in den co-
infizierten rHSC gebildet wie in den nur mit Ad-CSRP2-GFP infizierten Zellen 
(Abbildung 50 A, Bahn 7 und 8).  
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Abbildung 50: Western Blot zur Überprüfung der Selbst-Limitierungs-Hypothese 
50 µg der Proteinlysate mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: rHSC 24 Std nach der Co-Infektion mit Ad-CMV-p53 und Ad-CSRP2-GFP  
Bahn 2: rHSC 24 Std nach der Infektion mit Ad-CSRP2-GFP  
Bahn 3: rHSC 48 Std nach der Co-Infektion mit Ad-CMV-p53 und Ad-CSRP2-GFP  
Bahn 4: rHSC 48 Std nach der Infektion mit Ad-CSRP2-GFP  
Bahn 5: rHSC 72 Std nach der Co-Infektion mit Ad-CMV-p53 und Ad-CSRP2-GFP  
Bahn 6: rHSC 72 Std nach der Infektion mit Ad-CSRP2-GFP  
Bahn 7: rHSC 120 Std nach der Co-Infektion mit Ad-CMV-p53 und Ad-CSRP2-GFP  
Bahn 8: rHSC 120 Std nach der Infektion mit Ad-CSRP2-GFP 
Abbildung A: Der Nachweis von GFP erfolgte mit einer 1:1000 Verdünnung des 1. Antikörpers Mouse-
anti-GFP und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG-HRP. Als Marker wurde 
SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard verwendet.  
Abbildung B: Der Nachweis von p53 erfolgte nach stripping der in Abbildung A verwendeten Membran 
mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers Mouse-anti-p53 und einer 1:1000 Verdünnung des 2. 
Antikörpers anti-Mouse-IgG-HRP. Als Marker wurde SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard 
verwendet.  
 
4.1.10.2 Reportergen-Assay zur Überprüfung der Selbst-Limitierungs-
Hypothese 
Zur weiteren Überprüfung der Konzentrations- und Zeitabhängigkeit der Regulation 
des CSRP2-Promotorfragmentes durch p53 wurden Dual-Luciferase® Reportergen-
Assays wie beschrieben durchgeführt. Dazu wurden CFSC-Zellen co-transfiziert mit 
CSRP2(S/X)-Luc und pΔE1sp1A-CMV-p53, wodurch der Einfluss des unter dem 
konstitutiv aktiven CMV-Promotors gebildeten p53 auf das CSRP2-Promotorfragment 
durch die gebildete Menge Firefly-Luciferase quantitativ erfasst werden konnte. 
Abbildung 51 zeigt in einem ersten Versuch die Abhängigkeit der gebildeten 
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Luciferase-Menge von der Menge der zugegebenen pΔE1sp1A-CMV-p53 Menge, 
weitgehend unabhängig vom Zeitpunkt der Zellernte.  
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Abbildung 51: Luciferase Reportergen-Assay der Co-Transfektion von CFSC mit 
CSRP2(S/X)-Luc und pΔE1sp1A-CMV-p53 
Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei technischen Wiederholungen eines Dual-Luciferase® Assays 
nach Co-Transfektion von 0,3*106 CFSC-Zellen je 6-well mit 40 ng pRL-TK-Vektor, 1 µg CSRP2(S/X)-
Luc und verschiedenen Mengen pΔE1sp1A-CMV-p53. Zur Normalisierung wurden die Werte der 
Firefly-Luciferase auf die Werte der Renilla-Luciferase wie beschrieben bezogen. 
 
Die Regulation des CSRP2-Promotorfragmentes durch p53 konnte durch weitere 
Reportergen-Assays statistisch gesichert werden. Dazu wurden Luciferase-Assays 
drei Tage nach Transfektion wie zuvor beschrieben durchgeführt. Zusätzlich wurde 
hier jedoch, um Effekte durch unterschiedliche DNA-Mengen zu vermeiden, die 
transfizierte Gesamt-DNA-Menge mit aufgekochter Heringsperma-DNA immer auf 
3,04 µg aufgefüllt. Darüber hinaus wurde, um unterschiedliche Zellaktivitäten durch 
die transfizierte DNA auszugleichen, der jeweilige Gesamt-Proteingehalt bestimmt, 
und die Luciferase-Werte darauf bezogen.  
Abbildung 52 zeigt, dass bereits mit 0,5 µg transfizierter pΔE1sp1A-CMV-p53 DNA 
eine signifikante Reduktion der unter der Kontrolle des CSRP2-Promotorfragmentes 
gebildeten Luciferase erreicht werden kann. Die Synthese der Luciferase kann dabei 
durch erhöhte pΔE1sp1A-CMV-p53 Mengen weiter reduziert werden.  
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Abbildung 52: Luciferase Reportergen-Assay der Co-Transfektion von CFSC mit 
CSRP2(S/X)-Luc und pΔE1sp1A-CMV-p53 
Dargestellt sind die Mittelwerte von vier unabhängigen Dual-Luciferase® Assays, durchgeführt drei 
Tage nach den Co-Transfektionen von 0,3*106 CFSC-Zellen je 6-well mit 40 ng pRL-TK-Vektor, 1 µg 
CSRP2(S/X)-Luc und verschiedenen Mengen pΔE1sp1A-CMV-p53 und aufgekochter Heringsperma-
DNA. Zur Normalisierung wurden die Werte der Firefly-Luciferase auf den jeweiligen Gesamt-
Proteingehalt bezogen. Der so erhaltene Mittelwert der nur mit CSRP2(S/X)-Luc und 2 µg aufgekochter 
Heringsperma-DNA transfizierten Zellen wurde, da nicht durch zusätzlich gebildetes p53 beeinflusst, 
gleich 100% gesetzt und die Mittelwerte der co-transfizierten Zellen darauf bezogen.  
 
Zur Kontrolle, dass die erkennbaren Regulationseffekte nicht einzig durch eine 
Gesamtreduktion der Zellaktivität nach der Transfektion mit pΔE1sp1A-CMV-p53 
erfolgten, wurden weitere Dual-Luciferase® Assays wie zuvor beschrieben durch-
geführt. Dazu wurden die Zellen jedoch statt mit CSRP2(S/X)-Luc und 
pΔE1sp1A-CMV-p53 nun mit Shuttle-CMV-Luc mit pΔE1sp1A-CMV-p53 co-trans-
fiziert, um den Einfluss des synthetisierten p53 auf den CMV-Promotor zu 
untersuchen.  
Abbildung 53 zeigt, dass wie erwartet (Allamane et al., 2001) auch der CMV-Promotor 
durch p53 reguliert wird, jedoch im deutlich geringeren Rahmen als das CSRP2-
Promotorfragment. Eine gerade noch signifikante Regulation erfolgt erst bei Co-
Transfektion mit 2 µg pΔE1sp1A-CMV-p53 DNA. Bei der in Abbildung 52 dargestellten 
Regulation des CSRP2-Promotorfragmentes durch p53 kann also von einer 
spezifischen Regulation ausgegangen werden, und nicht von einer Reduktion durch 
eine Abnahme der gesamten Zellaktivität durch das vermehrt gebildete p53.  
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Abbildung 53: Luciferase Reportergen-Assay der Co-Transfektion von CFSC mit 
Shuttle-CMV-Luc und pΔE1sp1A-CMV-p53 
Dargestellt sind die Mittelwerte von vier unabhängigen Dual-Luciferase® Assays, durchgeführt drei 
Tage nach den Co-Transfektionen von 0,3*106 CFSC-Zellen je 6-well mit 40 ng pRL-TK-Vektor, 1 µg 
Shuttle-CMV-Luc und verschiedenen Mengen pΔE1sp1A-CMV-p53 und aufgekochter Heringsperma-
DNA. Zur Normalisierung wurden die Werte der Firefly-Luciferase auf den jeweiligen Gesamt-
Proteingehalt bezogen. Der so erhaltene Mittelwert der nur mit Shuttle-CMV-Luc und 2 µg aufgekochter 
Heringsperma-DNA transfizierten Zellen wurde, da nicht durch zusätzlich gebildetes p53 beeinflusst, 
gleich 100% gesetzt und die Mittelwerte der co-transfizierten Zellen darauf bezogen.  
4.1.10.3 Selbst-Limitierung durch p53 oder downstream Protein? 
Um zu testen, ob es sich bei der hier gezeigten Regulation des CSRP2-
Promotorfragmentes um eine direkte Regulation durch das gebildete p53 oder 
möglicherweise um eine Regulation durch ein im Apoptosesignalweg durch p53 
induziertes Protein handelt, wurden weitere Luciferase-Assays durchgeführt. Dabei 
wurden wiederum CFSC-Zellen co-transfiziert mit CSRP2(S/X)-Luc, nun jedoch mit 
pCMV-myc-bax (siehe Abbildung 21). Abbildung 54 zeigt die um ein vielfaches 
drastischere und hochsignifikante Reduktion der Luciferasemenge nach Co-
Transfektion mit pCMV-myc-bax als nach Co-Transfektion mit pΔE1sp1A-CMV-p53. 
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Abbildung 54: Luciferase Reportergen-Assay der Co-Transfektion von CFSC mit 
CSRP2(S/X)-Luc und pΔE1sp1A-CMV-myc-bax 
Dargestellt sind die Mittelwerte von sechs unabhängigen Luciferase Assays, durchgeführt drei Tage 
nach den Co-Transfektionen von 0,3*106 CFSC-Zellen je 6-well mit 0,5 µg CSRP2(S/X)-Luc und 
verschiedenen Mengen pCMV-myc-bax und aufgekochter Heringsperma-DNA. Zur Normalisierung 
wurden die Werte der Firefly-Luciferase auf den jeweiligen Gesamt-Proteingehalt bezogen. Der so 
erhaltene Mittelwert der nur mit CSRP2(S/X)-Luc und 1 µg aufgekochter Heringsperma-DNA 
transfizierten Zellen wurde, da nicht durch gebildetes myc-Bax beeinflusst, gleich 100% gesetzt und die 
Mittelwerte der co-transfizierten Zellen darauf bezogen.  
 
Wie Abbildung 55 zeigt, konnte eine hochsignifikante Reduktion der gebildeten 
Luciferasemenge auch nach Co-Transfektion von CFSC-Zellen mit Shuttle-CMV-Luc 
und pCMV-myc-bax erreicht werden. Abhängig von der transfizierten pCMV-myc-bax-
Menge wurde auch hier die Menge der gebildeten Luciferase unter der Kontrolle des 
CMV-Promoters reduziert. Die erreichte Reduktion kann in diesem Fall also sowohl 
spezifisch als auch unspezifisch durch eine Gesamtreduktion der Zellaktivität durch 
das vermehrt gebildete Bax sein. Unabhängig von der Ursache wird jedoch auch hier 
die Aktivität des CSRP2-Promotorfragments durch das gebildete Bax so herunter-
reguliert, dass das Reportergenprodukt deutlich vermindert gebildet wird und im Fall 
einer CSRP2-bax Genkassette eine Selbst-Limitierung erfolgt.  
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Abbildung 55: Luciferase Reportergen-Assay der Co-Transfektion von CFSC mit 
CMV-Luc und pΔE1sp1A-CMV-myc-bax 
Dargestellt sind die Mittelwerte von fünf unabhängigen Luciferase Assays, durchgeführt drei Tage nach 
den Co-Transfektionen von 0,3*106 CFSC-Zellen je 6-well mit 0,5 µg Shuttle-CMV-Luc und 
verschiedenen Mengen pCMV-myc-bax und aufgekochter Heringsperma-DNA. Zur Normalisierung 
wurden die Werte der Firefly-Luciferase auf den jeweiligen Gesamt-Proteingehalt bezogen. Der so 
erhaltene Mittelwert der nur mit Shuttle-CMV-Luc und 1 µg aufgekochter Heringsperma-DNA trans-
fizierten Zellen wurde, da nicht durch gebildetes myc-Bax beeinflusst, gleich 100% gesetzt und die 
Mittelwerte der co-transfizierten Zellen darauf bezogen 
4.1.11 Der humane CSRP2-Promotor in humanen Leberzellen und 
Rattenleberzellen 
Sämtliche Versuche eine Apoptoseinduktion nachzuweisen wurden mit der p53-cDNA 
unter der Kontrolle des humanen CSRP2-Promotorfragmentes in HSC aus Ratten 
durchgeführt. Wie oben gezeigt, konnte keine signifikante Apoptoseinduktion nachge-
wiesen werden. Daher sollte neben der Selbstlimitierungs-Hypothese untersucht 
werden, wie groß die Homologie zwischen humanem CSRP2-Promotor und dem der 
Ratte sind. Ein mit „GeneDoc“ (http://www.psc.edu/biomed/genedoc) durchgeführter 
Sequenzvergleich des beim Menschen auf Chromosom 12 und bei der Ratte auf 
Chromosom 7 lokalisierten CSRP2-Gens ergab eine Homologie von 33% innerhalb 
des proximalen Promotorbereichs.  
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Abbildung 56: Sequenzvergleich des CSRP2-Promotors von Ratte und Mensch 
Die Abbildung zeigt den Sequenzvergleich von ca. 500 bp des proximalen CSRP2-Promotors des 
Menschen (GenBank Accession number AC124784) mit dem der Ratte (GenBank Accession number 
NW_047774), angefertigt mit Hilfe des Programms „GeneDoc“ (http://www.psc.edu/biomed/genedoc), 
im negativen Druck dargestellt sind die Homologien. 
 
Aufgrund des in Abbildung 56 dargestellten Sequenzvergleiches der CSRP2-
Promotoren von Ratte und Mensch lag die Vermutung nahe, dass das verwendete 
Fragment des humanen CSRP2-Promotors in humanen Leberzellen völlig anders 
reguliert wird als in den bis hierher verwendeten Rattenleberzellen. Daher sollte die 
Expression von Genen, die unter der Kontrolle des humanen CSRP2-
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Promotorfragmentes stehen, in einer humanen HSC-Zelllinie untersucht werden. Zur 
Kontrolle der Eignung der hHSC-Zelllinie LX-2 (Xu et al., 2005) für dieses Experiment 
wurde daher der in Abbildung 57 dargestellte Western Blot angefertigt.  
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Abbildung 57: Western Blot von CFSC, rHSC, LX-2 und HepG2-Zellen zum 
Nachweis der endogenen CRP2-Expression 
Die Abbildung zeigt einen Western Blot verschiedener nicht transfizierter Zellarten, zum Nachweis der 
endogenen CRP2-Expression. Dazu wurden 40 µg der Proteinlysate mit DTT auf einem 12% Tris-
Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von CRP2 erfolgte mit einer 1:500 
Verdünnung des 1. Antikörpers Rabbit-anti-CRP2 (WEI-GIK) und einer 1:1000 Verdünnung des 2. 
Antikörpers anti-Rabbit-IgG-HRP. Als Marker wurde SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard 
verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: CFSC-Zellen (Positivkontrolle)  
Bahn 2: drei Tage alte rHSC  
Bahn 3: LX-2-Zellen  
Bahn 4: HepG2-Zellen (Negativkontrolle) 
 
Abbildung 57 zeigt, dass LX-2-Zellen endogenes CRP2 exprimieren und damit 
geeignet sind, um die Expressionsrate unter der Kontrolle des humanen CSRP2-
Promotorfragmentes in einer humanen HSC Zelllinie zu untersuchen. 
Daher wurden Western Blots nach Transfektion von CFSC und LX-2-Zellen, mit 
pCMV-myc-bax und pCSRP2-myc-bax verglichen.  
 
Abbildung 58 A zeigt deutlich, dass in einer HSC-Zelllinie mit Ursprung aus der 
Rattenleber die Expression des myc-Bax-Proteins unter der Kontrolle des humanen 
CSRP2-Promoterfragmentes wesentlich geringer ist als die Expression unter der 
Kontrolle des CMV-Promoters. Abbildung 58 B hingegen macht deutlich, dass in HSC 
humanen Ursprungs kaum noch ein Unterschied in den Expressionsraten vorliegt. So 
kann auf eine unterschiedliche Regulation des verwendeten Promoterfragmentes 
innerhalb von rHSC gegenüber hHSC geschlossen werden. Demnach kann auch 
damit die geringe Expression von Genprodukten, die unter der Kontrolle des humanen 
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CSRP2-Promotorfragments standen, erklärt werden, die die Experimente der Kapitel 
4.1.1 bis 4.1.9.4 zeigen, welche im Rattensystem durchgeführt wurden. 
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Abbildung 58: Western Blots von CFSC und LX-2 Zellen nach Transfektion mit 
pCMV-myc-bax und pCSRP2-myc-bax 
Abbildung A zeigt den Western Blot nach Transfektion von CFSC mit pCMV-myc-bax und pCSRP2-
myc-bax, dazu wurden 47 µg der Proteinlysate mit DTT auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-
PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von myc-Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers 
Mouse-anti-c-myc und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG-HRP. Dabei wurde 
aufgetragen in  
Bahn 1: Transfektion von 1 µg pCMV-myc-bax in CFSC  
Bahn 2: SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard als Marker  
Bahn 3: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte CFSC   
Bahn 4: Transfektion von 1 µg pCSRP2-myc-bax in CFSC 
Abbildung B zeigt den Western Blot nach Transfektion von LX-2 mit pCMV-myc-bax und pCSRP2-myc-
bax, dazu wurden 58 µg der Proteinlysate mit DTT auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Der Nachweis von myc-Bax erfolgte mit einer 1:500 Verdünnung des 1. Antikörpers 
Mouse-anti-c-myc und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Mouse-IgG-HRP. Als Marker 
wurde SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard verwendet. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: Transfektion von 2 µg pCMV-myc-bax in LX-2-Zellen  
Bahn 2: nicht transfizierte, nur mit FuGENE 6™ inkubierte LX-2-Zellen  
Bahn 3: Transfektion von 2 µg pCSRP2-myc-bax in LX-2-Zellen 
 
 
 
4.2 Nanosphären 
4.2.1 Die PLGA-Nanosphären 
Die PLGA-Nanosphären, die darauf getestet werden sollten, ob sie mit dem M6P-
Liganden auf ihrer Oberfläche als mögliches DNA-delivery System für HSC in Frage 
kommen, wurden alle wie von Pereira Paz (2004) beschrieben am Lehrstuhl für Textil-
chemie und Makromolekulare Chemie der RWTH Aachen, Deutschland hergestellt.  
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Abbildung 59: REM Bild der verwendeten PLGA-Nanosphären mit M6P-Ligand, 
aus (Pereira Paz, 2004) 
 
Abbildung 59 zeigt ein REM Bild der verwendeten PLGA-Nanosphären, deren mittlere 
Größe d(0,5) n %, wie in Abbildung 60 dargestellt, 208 nm betrug.  
0,01 0,1 1 10 100 1000
0
5
10
15
20
25
d(0,5): 0,208 µm
 
Particle Size Distribution
Nu
m
be
r (
%
)
Particle Size (µm)  
Abbildung 60: Größenverteilung von PLGA-Nanosphären mit M6P-Ligand, 
aus (Pereira Paz, 2004) 
Die mittlere Sphärengrößenverteilung in Zahlenprozent (d(0,5) n %) beträgt 208 nm (Malvern 
Mastersizer 2000). 
4.2.2 Der Mannose 6-Phospat-Ligand 
Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, wird der M6P/IGFII-R auf HSC insbesondere während 
der Fibrose verstärkt exprimiert und könnte daher als Zielrezeptor für einen 
potentiellen carrier dienen (Beljaars et al., 1999). Dementsprechend wurde wie in 
Pereira Paz (2004) beschrieben am Lehrstuhl für Textilchemie und Makromolekulare 
Chemie der RWTH Aachen, Deutschland wie in Abbildung 61 gezeigt der 
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1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium-Ligand für die PLGA-Nanosphären 
entwickelt, um ein spezifisches HSC-targeting zu erreichen.  
 
Abbildung 61: Syntheseweg zur Herstellung des M6P-Liganden 
 
Die auf der Oberfläche mit dem Liganden beladenen PLGA-Nanosphären wurden zur 
besseren Visualisierung und Dokumentation in den folgenden Zellkulturversuchen mit 
dem lipophilen Farbstoff Sudan® schwarz eingefärbt. 
4.2.3 Nanosphären in der Zellkultur 
Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand wurden wie beschrieben zu verschiedenen 
Zellarten gegeben, nach gemeinsamer Inkubation gewaschen und beobachtet, ob ein 
Unterschied zwischen Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand feststellbar war. 
Abbildung 62 und Abbildung 63 zeigen, dass bei allen verwendeten Zelltypen nach 
dem Waschvorgang deutlich mehr Nanosphären mit M6P-Ligand zurückbleiben als 
ohne M6P-Ligand.  
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Abbildung 62: rHSC und rMFB Zellen mit PLGA-Nanosphären mit und 
ohne M6P-Ligand 
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Abbildung 63: CFSC und HepG2 Zellen mit PLGA-Nanosphären mit und 
ohne M6P-Ligand 
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4.2.4 Aufnahme der Nanosphären in vitro 
Um herauszufinden, ob die Nanosphären wirklich von den Zellen aufgenommen 
wurden, es sich hierbei um bloße Adhäsion der Nanosphären an die Zellen oder gar 
ausschließlich um Anziehung aufgrund unterschiedlicher elektrischer Ladungen 
zwischen den Nanosphären mit M6P-Ligand und der Plastikzellkulturschale handelte, 
folgte eine Analyse mit Hilfe eines konfokalen Lasermikroskops. Dazu wurden die 
PLGA-Nanosphären mit FITC-Dextran beladen (Kim und Park, 2004), um sie durch 
ihre grüne Fluoreszenz in der konfokalen Lasermikroskopie von der roten Fluoreszenz 
des Rhodamin gefärbten Aktinskeletts der Zellen unterscheiden zu können.  
Nach Inkubation der verschiedenen Leberzelltypen mit den FITC-Dextran beladenen 
Nanosphären mit M6P-Ligand konnte mit Hilfe des konfokalen Mikroskops in 0,5 µm 
Schritten entlang der Z-Achse von oben nach unten bis zur Anheftung an die 
Kulturoberfläche durch die Phalloidin-Rhodamin gefärbten Zellen gescannt werden. 
Liegt eine scharf abgebildete, grün fluoreszierende Nanosphäre in der gleichen Ebene 
wie das rot gefärbte Aktinskelett, kann davon ausgegangen werden, dass sich die 
Nanosphäre in der Zelle befindet und nicht nur auf der Zelloberfläche. Werden alle so 
erhaltenen Bilder virtuell übereinander gestapelt ergibt sich ein so genannter z-stack, 
der eine dreidimensionale Betrachtung der Zelle zulässt und die Beurteilung, ob sich 
die Nanosphäre in oder an den Zellen befinden erleichtert. 
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Kupfferzellen und Endothelzellen
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Abbildung 64: Konfokale Lasermikroskopieaufnahme von verschiedenen 
Leberzellsubpopulationen mit Nanosphären 
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Die Aufnahmen der konfokalen Mikroskopie in Abbildung 64 zeigen, dass alle vier 
Leberzellsubpopulationen die Nanosphären nach gemeinsamer Inkubation aufnehmen 
und es sich nicht um eine Anheftung auf der Oberfläche der Zellen oder um eine 
elektrostatische Anziehung der Nanosphären durch die Plastikkulturschalen handelt, 
da die Nanosphären ansonsten von den Zellen überwachsen wären, sich jedoch nicht 
eindeutig im Zellinneren befinden würden.  
4.2.4.1 Der Mannose 6-Phosphat-Rezeptor in verschiedenen Leberzelltypen  
Um zu klären, warum alle Leberzelltypen die Nanosphären aufnehmen, wurde die 
Expression des M6PR der verschiedenen Leberzelltypen untersucht. Dazu wurden 
Proteinlysate von rHSC, rMFB, rLSEC, rPC und rKC nach verschiedenen Kulturzeiten 
angefertigt und nach einer SDS-PAGE im Western Blot auf den M6PR untersucht. 
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Abbildung 65: Western Blot verschiedener Leberzelltypen zum M6PR-Nachweis 
44 µg der Proteinlysate mit DTT, wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Der Nachweis des M6PR erfolgte mit einer 1:250 Verdünnung des 1. Antikörpers Goat-
anti-IGFIIR und einer 1:1000 Verdünnung des 2. Antikörpers anti-Goat-IgG-HRP. Dabei wurde 
aufgetragen in  
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Abbildung A: Bahn 1: frisch entnommene rHSC  
  Bahn 2: einen Tag alte rHSC  
  Bahn 3: drei Tage alte rHSC  
  Bahn 4: sechs Tage alte rHSC  
  Bahn 5: SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard  
  Bahn 6: fünf Tage alten rMFB  
  Bahn 7: acht Tage alte rMFB   
  Bahn 8: zwei Tage alte rKC. 
Abbildung B:  Bahn 1: frisch entnommene rPC  
  Bahn 2: vier Tage alte rPC  
  Bahn 3: sechs Tage alte rPC  
  Bahn 4: SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard  
  Bahn 5: drei Tage alte rHSC (zum quantitativen Vergleich)  
  Bahn 6: einen Tag alte rLSEC  
  Bahn 7: zwei Tagen alte rLSEC   
  Bahn 8: drei Tage alte rLSEC. 
 
Abbildung 65 zeigt deutlich, dass der M6PR in allen Leberzelltypen nachgewiesen 
werden konnte. Dabei zeigte sich wie auch erwartet (Beljaars et al., 1999) eine vom 
Transdifferenzierungsstadium abhängige Expression des M6PR bei rHSC. Da also 
alle Zelltypen in der Leber den Rezeptor tragen, ist dies eine mögliche Erklärung, 
warum die Nanosphären von allen Leberzelltypen aufgenommen wurden.  
4.2.5 In vitro Aufnahme von Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand 
Nach der Feststellung, dass alle Leberzelltypen die Nanosphären aufnehmen können, 
sollte die Frage beantwortet werden, ob sich ein quantitativer Unterschied in der 
Aufnahme der Nanosphären durch die Leberzellen ergibt, abhängig von der M6P-
Ligand-Beladung, oder nicht. Dazu wurden wie beschrieben gleiche Mengen der 
FITC-Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand mit den vier Zelltypen gemeinsam 
inkubiert, das Aktin der Zellen mit Phalloidin-Rhodamin gefärbt und erneut mit Hilfe 
des konfokalen Mikroskops untersucht.  
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Abbildung 66: Konfokale Lasermikroskopieaufnahme von rHSC, rLSEC, rKC und rPC mit 
Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand 
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Die Aufnahmen der konfokalen Mikroskopie in Abbildung 66 zeigen, dass alle vier 
Leberzellsubpopulationen die Nanosphären nach gemeinsamer Inkubation auf-
nehmen, unabhängig von einer M6P-Ligand-Beladung. Auch eine bevorzugte und 
daher vermehrte Aufnahme der M6P-Ligand beladenen FITC-Nanosphären konnte bei 
keiner der vier Zelltypen beobachtet werden.  
4.2.6 Der M6P-Ligand auf den Nanosphären 
Da die Aufnahme der Nanosphären in allen Zelltypen unabhängig von der M6P-
Ligandbeladung erfolgte, sollte nun untersucht werden, ob sich der M6P-Ligand 
wirklich wie von Pereira Paz (2004) beschrieben, dort jedoch nicht nachgewiesen, auf 
der Oberfläche der Nanosphären befindet.  
Dazu wurden die FITC-beladenen Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand wie 
beschrieben zunächst mit biotinylierten M6PR inkubiert und anschließend mit Strept-
avidin-Rhodamin. So sollte der M6PR an die ggf. vorhandenen M6P-Liganden binden, 
das mit dem Rezeptor konjugierte Biotin an Streptavidin binden und das konjugierte 
Rhodamin im Fluoreszenzmikroskop an seiner roten Farbe erkennbar sein. 
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 Abbildung 67: Färbung zum Nachweis des M6P-Liganden auf der Nanosphärenoberfläche 
Dargestellt ist die Färbung der möglichen M6P-Liganden auf der Oberfläche der Nanosphären mit Hilfe 
eines biotinylierten M6PR und dem daran gebundenen Streptavidin-Rhodamin. 
Abbildungsteil A zeigt die Färbung der Nanosphären ohne M6P-Ligand und Abbildungsteil B zeigt die 
Färbung der Nanosphären, die den M6P-Liganden tragen sollen. Beide Abbildungsteile zeigen jeweils 
links oben die FITC-beladenen Nanosphären bei einer Anregung mit 492 nm, rechts oben das bei einer 
Wellenlänge von 554 nm rot erscheinende Rhodamin und links unten die Überlagerung der Bilder.  
 
Abbildung 67 zeigt, das sowohl Nanosphären, die laut Pereira Paz (2004) den M6P-
Liganden tragen sollen, als auch die Nanosphären ohne Ligand teilweise durch das 
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Streptavidin-Rhodamin angefärbt wurden. Die Ursache hierfür könnte sein, dass keine 
der Nanosphärenchargen den Liganden trägt, oder dass der biotinylierte M6PR nicht 
funktionstüchtig ist.  
Daher wurden 0,2 µg des biotinylierten M6PR in einer SDS-PAGE aufgetrennt und in 
einem Western Blot mit Streptavidin-HRP detektiert.  
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Abbildung 68: Western Blot zur Untersuchung des biotinylierten M6PR auf Funktionstüchtigkeit 
des Biotins und der Größe des Proteins 
0,2 µg des biotinylierten M6PR mit DTT wurden auf einem 4-12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Der Nachweis des M6PR erfolgte nach einmaligem strippen der Membran, mit einer 
1:1000 Verdünnung von Streptavidin-HRP. Dabei wurde aufgetragen in Bahn 1: biotinylierter M6PR, 
Bahn 2: SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard. 
 
Abbildung 68 zeigt zum Einen durch die richtige Größe, dass es sich bei der zur 
Färbung des M6P-Liganden verwendeten Lösung tatsächlich um einen M6PR handelt, 
und zum Anderen, dass das an den M6PR konjugierte Biotin funktionstüchtig ist, da 
es an das zum Nachweis verwendete Streptavidin-HRP gebunden hat.  
Die Funktionstüchtigkeit des M6PR sollte nachgewiesen werden, in dem der Rezeptor 
zum Nachweis von M6P in Rattenhirnextrakten mittels Western Blot, wie vom 
Hersteller des biotinylierten M6PR beschrieben (Jadot et al., 1999), verwendet wurde.  
Abbildung 69 zeigt, dass es für das entstandenen Bandenmuster keinen Unterschied 
machte, ob zum geblotteten Rattenhirnextrakt zunächst der biotinylierte M6PR ge-
geben wurde oder nicht. Das heißt also, dass das hier sichtbare Muster nicht dem 
Muster des M6P im Rattenhirn entspricht, sondern entsteht, wenn Streptavidin an die 
Proteine im Rattenhirnextrakt bindet. Daher ist auch zu erklären, dass das hier 
gezeigte Muster in keiner Weise mit dem in Jadot et al. (1999) dargestellten 
entspricht. So muss davon ausgegangen werden, dass der Nachweis von M6P im 
Rattenhirnextrakt mit Hilfe des biotinylierten M6PR im Western Blot-Verfahren nicht 
möglich ist, da entweder der verwendete M6PR-Teil nicht funktionstüchtig ist oder der 
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Nachweis nicht sensitiv genug ist gegenüber der in Jadot et al. (1999) verwendeten 
Methode mit jodiniertem M6PR. Da so keine Aussage über die sichere Funktions-
tüchtigkeit der verwendeten M6PR getroffen werden kann, muss hier auch offen 
bleiben, ob die laut Pereira Paz (2004) M6P-Ligand beladenen Nanosphären wirklich 
den Liganden auf ihrer Oberfläche tragen. 
kD
A B
148
250
98
64
50
36
20
 
Abbildung 69: Western Blot zur Untersuchung des biotinylierten M6PR auf Funktionstüchtigkeit 
des Rezeptors 
30 µg Rattenhirn Extrakt mit DTT wurden auf einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt. Als Marker wurde SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard verwendet. 
Abbildungsteil A zeigt das Bandenmuster nach Inkubation der Blottingmembran mit einer 1:33,3 
Verdünnung des biotinylierten M6PR und einer anschließenden 1:1000 Verdünnung von Steptavidin-
HRP. 
Abbildungsteil B zeigt das Bandenmuster nach Inkubation der Blottingmembran mit einer 1:1000 
Verdünnung von Steptavidin-HRP. 
4.2.7 Aufnahme der Nanosphären in vivo 
Nach der Feststellung, dass die Nanosphären in vitro prinzipiell von allen 
Leberzelltypen aufgenommen werden können, sollte geklärt werden, wie sich die 
Nanosphären in vivo nach Injektion in die Schwanzvene einer Ratte verteilen, und ob 
das Tier nach der Injektion überleben kann oder aufgrund von Embolien verendet. 
Dazu wurde einer Ratte wie beschrieben eine FITC-Nanosphären-Lösung in die 
Schwanzvene injiziert und beobachtet, wie sich die Injektion auf die Ratte auswirkte. 
Die Ratte überlebte ohne erkennbare Probleme und wurde 24 Std nach Injektion zur 
Organentnahme getötet. Kleine Stücke der entnommenen Organe wurden im 
Fluoreszenzmikroskop untersucht, um festzustellen wie sich die Nanosphären in vivo 
verteilen.  
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Abbildung 70: Mikroskopaufnahmen von Rattenorganen 24 Std nach Injektion von 
FITC-Nanosphären 
 
Die Aufnahmen der Abbildung 70 zeigen deutlich, dass der überwiegende Teil der 
applizierten Nanosphären von der Leber und der Milz aufgenommen wurden. Einige 
Nanosphären konnten darüber hinaus in der Lunge und wenige bis keine Nano-
sphären in Niere, Hirn, Darm, Herz, Muskel und Blut nachgewiesen werden.  
4.2.7.1 Der Mannose 6-Phosphat Rezeptor in verschiedenen Organen 
Um zu klären, ob es sich bei der Verteilung der Nanosphären in vivo um eine 
spezifische Aufnahme insbesondere von Leber und Milz aufgrund des möglicherweise 
vorhandenen M6P-Liganden handelt, wurden einer unbehandelten Ratte Darm, Niere, 
Milz, Herz, Leber und Muskelstücke entnommen sowie die fibrotische Leber einer 
Ratte 2 Wochen nach Gallengangligatur. Die angefertigten Lysate wurden nach einer 
SDS-PAGE im Western Blot auf den M6PR untersucht. 
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Abbildung 71: Western Blot verschiedener Rattenorgane zum M6PR-Nachweis 
44 µg der Proteinlysate der Organe mit DTT, bzw. 68 µg Proteinlysat des Darmes mit DTT wurden auf 
einem 12% Tris-Glycin-Gel in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Abbildung B zeigt einen Ausschnitt der 
Ponceau S Färbung zur Ladungskontrolle. In Abbildung A erfolgte der Nachweis des M6PR mit einer 
1:250 Verdünnung des 1. Antikörpers Goat-anti-IGFIIR und einer 1:1000 Verdünnung des 
2. Antikörpers anti-Goat-IgG-HRP. Dabei wurde aufgetragen in  
Bahn 1: Darm  
Bahn 2: Niere  
Bahn 3: Milz  
Bahn 4: Herz  
Bahn 5: Muskel  
Bahn 6: SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained Protein Standard als Marker  
Bahn 7: fibrotische Leber  
Bahn 8: unbehandelte Leber. 
 
Abbildung 71 zeigt, dass trotz der höheren Auftragsmenge kein M6PR im 
Darmgewebe, und nur eine sehr geringe Menge in der Niere nachgewiesen werden 
konnte. In Herz und Muskel konnte die größte M6PR-Konzentration gezeigt werden 
dann folgten Leber und Milz. Daraus kann geschlossen werden, dass es sich bei der 
Aufnahme der Nanosphären in vivo vermutlich nicht um eine rezeptorvermittelte 
Aufnahme, die durch den M6P-Liganden begünstigt wurde, handelt.  
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Chronische Leberschädigungen und verschiedene angeborene Erkrankungen können 
zu Leberfibrose mit Entzündungen und ständiger Gewebeumwandlung der Leber und 
schließlich zu Leberzirrhose führen (Friedman, 2000; Bataller und Brenner, 2001; 
Friedman, 2003; Bataller und Brenner, 2005). Die Aktivierung und Transdifferen-
zierung der HSC zu MFB spielt dabei eine wesentliche Rolle. Möglicher Therapie-
ansatz könnte daher sein, aktivierte HSC durch Überexpression von pro-
apoptotischen Proteinen zum Zelltod zu führen und damit zu eliminieren.  
 
Apoptose-induzierende Genkassetten 
Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Klonierung verschiedener pro-apoptotischer Gene 
unter transkriptioneller Kontrolle eines CSRP2-Promoterfragmentes und die anschlies-
sende Überprüfung ihrer Apoptose-induzierenden Wirkung in HSC. Dazu wurden die 
Gene für die pro-apoptotischen Proteine p53, Bax und HSV1tk unter die Kontrolle 
eines humanen CSRP2-Promotorfragementes kloniert und die so erhaltenen Gen-
kassetten in replikationsdefiziente Adenoviren zur Infektion von HSC eingebracht. Die 
klonierte CSRP2-p53 Genkassette sollte aufgrund des CSRP2-Promotorfragmentes 
spezifisch in aktivierten HSC hochreguliert werden (Weiskirchen et al., 2001) und 
aufgrund des damit vermehrt exprimierten p53 die HSC zur Apoptose zwingen (Abriss 
et al., 2003). Mit Ad-CSRP2-p53 infizierte HSC zeigten jedoch nur vereinzelt p53-
Überexpression in der immunhistochemischen Färbung (siehe Abbildung 48), geringe 
Zeichen einer frühen Apoptose in der Annexin V-Färbung (siehe Abbildung 47) sowie 
keine signifikanten Anzeichen von induzierter Apoptose im Caspase 3-Assay (siehe 
Abbildung 45) und Cell Death ELISA (siehe Abbildung 46). Die möglichen Gründe 
hierfür sind vielfältig. Eine Ursache kann die nur 33%ige Homologie zwischen dem 
menschlichen CSRP2-Promotor und dem der Ratte sein (siehe 4.1.11). Das 
verwendete CSRP2-Promotorfragment ist humanen Ursprungs und wurde aus 
praktischen Gründen in primären HSC getestet, die Rattenlebern entstammten. Die 
geringe Homologie zwischen den Promotoren der beiden Spezies lässt darauf 
schließen, dass sie in vivo unterschiedlich reguliert werden. Es konnte hier gezeigt 
werden (siehe Abbildung 58), dass die Expression eines Gens unter der Kontrolle des 
verwendeten humanen CSRP2-Promotorfragmentes in einer HSC-Zelllinie humanen 
Ursprungs deutlich höher gegenüber der Expression in einer HSC-Zelllinie aus der 
148   5 Diskussion 
Ratte war. Daher kann nicht von einer Hochregulation des humanen CSRP2-
Promotorfragmentes und damit einer Überexpression des unter seine Kontrolle 
klonierten Genes in aktivierten HSC der Ratte ausgegangen werden. Eine weitere 
Möglichkeit, warum das mit Hilfe von Ad5 in HSC eingebrachte CSRP2-p53 Konstrukt 
nicht zur Apoptose führte, ist die Inhibition von p53 durch das adenovirale Protein 
E4orf6. Das Protein interagiert mit p53 (Cathomen und Weitzman, 2000) und inhibiert 
so die p53-vermittelte transkriptionelle Aktivierung und damit das Fortschreiten der 
Apoptose. CFSC-Zellen und HEK 293-Zellen, die mit einem CSRP2-p53 enthaltenden 
Expressionsvektor transfiziert wurden, zeigten auf RNA-Ebene eine Überexpression 
der p53-cDNA (siehe Abbildung 10 und Abbildung 11), die auf Proteinebene jedoch 
nicht mehr nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 12 und Abbildung 13). 
Ebenso konnte in mit Ad-CSRP2-p53 infizierten CFSC auf RNA-Ebene eine deutliche 
Überexpression der p53 cDNA nachgewiesen werden (siehe Abbildung 41), während 
die Proteinüberexpression zwar nachweisbar aber deutlich geringer war (siehe 
Abbildung 42). Da p53 bekanntermaßen verschiedene humane wie virale Promotoren 
inhibieren kann (Ginsberg et al., 1991; Subler et al., 1992; Jackson et al., 1993) 
wurden in dieser Arbeit Reportergenassays durchgeführt, die zeigten, dass eine 
vermehrte p53-Expression auch zur Repression der CSRP2-Promotorfragment-
aktivität führt (siehe 4.1.10.1 und 4.1.10.2). So ergibt sich eine Selbst-Limitierung der 
CSRP2-p53-Genkassette, die ebenfalls Grund für den nicht pro-apoptotischen 
Charakter des Fragmentes ist. Da der molekulare Mechanismus der Promotor-
regulation durch p53 nicht genau bekannt ist, ist es möglich, dass Bax, als 
downstream Protein von p53 im Apoptosesignalweg (Miyashita et al., 1994) für die 
Regulation der Promotoraktivitäten verantwortlich ist. In weiteren Reportergenassays 
wurde so gezeigt, dass eine Bax Überexpression eine noch drastischere Repression 
des CSRP2-Promotorfragmentes verursachte (siehe 4.1.10.3). Daher muss davon 
ausgegangen werden, dass eine Infektion von HSC mit Adenoviren mit der CSRP2-
bax Genkassette ebenfalls nicht zu signifikanter Apoptose der Zellen führt. Wie hier 
gezeigt wurde (siehe Abbildung 53 und Abbildung 55), reprimieren sowohl Bax- als 
auch p53-Überexpression auch den konstitutiv aktiven CMV-Promotor. Dieser ist 
jedoch insgesamt stärker aktiv und kann, wie beispielhaft mit Ad-CMV-p53 gezeigt 
(Abriss et al., 2003), noch zu genügend starker Expression führen, ist aber nicht 
spezifisch nur in HSC aktiv. Die dritte klonierte Genkassette CSRP2-HSV1tk hingegen 
könnte theoretisch zum gewünschten Effekt führen. HSV1tk kann bekanntermaßen in 
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Kombination mit Ganciclovir zum Zelltod von aktivierten HSC führen (Janoschek et al., 
2004). Eine Selbstlimitierung des CSRP2-HSV1tk Konstruktes über den p53 
induzierten Apoptoseweg wie oben beschrieben kann nicht vorliegen, da die HSV1tk 
nicht Teil dieses Signalweges ist. Auch eine Inhibition der Thymidinkinase durch 
adenovirale Proteine ist nicht bekannt. Nichts desto Trotz bleibt das Problem der 
unterschiedlichen Spezies von verwendetem Promotor und Experimentsystem. Die 
weitere Analyse der CSRP2-HSV1tk-Genkassette ist in Primärzellen der mensch-
lichen Leber verständlicherweise jedoch kaum möglich und konnte im Rahmen dieser 
Arbeit aufgrund der erst 2005 erhältlichen menschlichen HSC-Zelllinie LX-2 (Xu et al., 
2005) nicht mehr durchgeführt werden. Weiterführende Analysen dieses Konstruktes 
in z. B. LX-2-Zellen, ggf. auch mit alternativen Fragmentstücken des CSRP2-
Promotors, könnten jedoch zu der gewünschten HSC-spezifischen Apoptose führen, 
die neben der Regulation über den spezifischen Promotor auch über die Ganciclovir-
gabe reguliert werden könnte.  
 
PLGA-Nanosphären mit M6P-Ligand 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war in Kooperation mit dem Lehrstuhl für Textilchemie 
und Makromolekulare Chemie der RWTH Aachen die Überprüfung der HSC-
spezifischen Aufnahme von M6P-konjugierten PLGA-Nanosphären und der damit 
mögliche zellspezifische DNA-Transfer, von z. B. Apoptose induzierenden Genkon-
strukten. Dazu wurden zunächst PLGA-Nanosphären mit und ohne M6P-Ligand mit 
FITC beladen und mit rHSC, rLSEC, rKC und rPC inkubiert. Die anschließende 
Analytik der gefärbten Zellen mit den Nanosphären mit Hilfe des konfokalen 
Mikroskops zeigte, dass die Nanosphären in vitro von allen Leberzelltypen 
aufgenommen wurden (siehe 4.2.4). Eine mögliche Erklärung dafür könnte der auf 
allen verwendeten Leberzelltypen vorhandene M6PR sein, wie in weiteren Unter-
suchungen gezeigt werden konnte (siehe 4.2.4.1). Die in Beljaars et al. (1999) 
gezeigte vermehrte Aufnahme von M6P-HSA in HSC beruht auf einer genau 
austarierten M6P-Substitution des verwendeten HSA. Andere Substitutions-
verhältnisse führten auch hier zu einer erhöhten Aufnahme von M6P-HSA in die 
anderen Leberzelltypen. Die darüber hinaus in dieser Arbeit gezeigte massive 
Aufnahme der PLGA-Nanosphären durch die Kupffer-Zellen ist durch ihre Eigenschaft 
als Makrophagen Fremdkörper aufzunehmen zu erklären. Dies kann als generelles 
Problem angesehen werden, wenn Nanosphären nicht Makrophagen als zelluläres 
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Hauptziel für ihre „Fracht“ haben sollen (Moghimi et al., 2001), da Sphären, die kleiner 
als 10 µm sind, von antigenpräsentierenden Zellen aufgenommen werden (Hao et al., 
2000). Diese Aufnahme erfolgt jedoch offensichtlich in erster Linie von Makrophagen, 
da in dieser Arbeit, trotz ihrer antigenpräsentierenden Funktion (Winau et al., 2007), 
keine vermehrte Aufnahme der Nanosphären in HSC gezeigt werden konnte. Größere 
Sphären hingegen führen zu unmittelbaren Embolien und damit zum Tod des 
Versuchstiers (Pereira Paz, 2004). Die hier verwendeten Nanosphären einer mittleren 
Größe von 208 nm führten auch 24 Stunden nach Injektion zu keiner Beeinträchtigung 
der Ratte und akkumulierten hauptsächlich in Leber und Milz, wie in dieser Arbeit 
gezeigt werden konnte (siehe 4.2.7). Aufgrund der dargestellten M6PR-Verteilung in 
den verschiedenen Organen (siehe 4.2.7.1) muss jedoch auch hier auf eine 
unspezifische, M6P-Liganden-unabhängige Akkumulation geschlossen werden. 
Jedoch muss festgestellt werden, dass sowohl die in vivo- als auch die in vitro-
Aufnahme der PLGA-Nanosphären nicht endgültig als unabhängig von einem M6P-
Liganden dargestellt werden kann. Zum einen kann die spezifische Aufnahme 
offensichtlich abhängig sein von einer genau zu bestimmenden M6P-Substituierung 
und zum anderen konnte weder in dieser Arbeit noch vom Hersteller der Nanosphären 
und des M6P-Liganden selbst (Pereira Paz, 2004) ein zweifelsfreier Nachweis des auf 
der Oberfläche gebundenen M6P-Liganden geführt werden. So kann zusammen-
fassend gesagt werden, dass PLGA-Nanosphären prinzipiell als potentielle delivery-
Systeme für die Leber geeignet sind, da sie wie in dieser Arbeit gezeigt in vivo 
hauptsächlich in der Leber akkumuliert werden und dort zumindest in vitro von allen 
Zelltypen aufgenommen werden können. Eine Beladung der Nanosphären mit DNA, 
die einen zelltypspezifischen Promotor enthält könnte dabei schließlich jedoch 
dennoch zu einem spezifischen targeting führen. Dabei bieten sich zum HSC-targeting 
neben dem CSRP2-Promotor weitere, spezifisch während der Fibrogenese herauf-
regulierte Promotoren, wie ACTA2, Spp1 und Tagln (Takahara et al., 2006) an. Die 
Sphären als DNA-delivery-System einzusetzen bleibt jedoch schwierig aufgrund der 
bei der Herstellung der Sphären vorherrschenden Scherkräfte (Jilek et al., 2005) und 
des beim PLGA-Abbau in der Zelle entstehenden sauren Milieus, das zu einer 
Modifizierung und schließlich Degradierung der eingelagerten DNA führen kann (Hao 
et al., 2000). Ein hauptsächliches targeting der HSC mit Hilfe eines M6P-Liganden auf 
der Nanosphärenoberfläche indes bleibt zweifelhaft aber möglich. Weitere Unter-
suchungen müssten dafür einen eindeutigen Nachweis des Liganden auf der 
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Nanosphärenoberfläche erbringen und darüber hinaus eine genaue Quantifizierung 
des Liganden zulassen, so dass ein spezifisches Substituierungsverhältnis der 
Nanosphären mit dem M6P-Liganden ermittelt werden kann, um eine möglichst hohe 
Aufnahme in HSC zu gewährleisten. Da Kupffer-Zellen in ihrer Eigenschaft als 
Makrophagen jedoch immer einen großen Teil der Nanosphären aufnehmen werden, 
müsste bei einer Verwendung von Proteinen oder Therapeutika als „Sphären-Fracht“ 
hier weiterhin mit Nebenwirkungen durch die unspezifische Aufnahme der Nano-
sphären zumindest auch in Kupffer-Zellen gerechnet werden. So müsste auch bei 
optimierter Aufnahme der Nanosphären in HSC mit Hilfe des M6P-Liganden DNA mit 
zelltypspezifischem Promotor als „Fracht“ verwendet werden. Zur verbesserten 
Aufnahme und Abgabe der DNA müssten die Eigenschaften der Nanosphären dann 
jedoch beispielsweise mit Hilfe von Stabilisatoren (Ravi Kumar et al., 2004) oder durch 
Verwendung verschiedener Polymertypen (Diez und Tros de Ilarduya, 2006) für die 
jeweilige DNA bzw. Zielzelltyp optimiert werden.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass PLGA-Nanosphären in vivo als 
mögliches Leber-delivery-System dienen können, da sie dort nach systemischer 
Applikation akkumulieren und -in vitro- von allen Leberzelltypen aufgenommen 
werden. Mit dem verwendeten humanen CSRP2-Promotorfragment kann möglicher-
weise in humanen HSC eine zelltypspezifische Genexpression erreicht werden, 
jedoch zeigen die Ergebnisse bei Verwendung des Promotorfragmentes mit den 
Genen für die pro-apoptotischen Proteine p53 und bax in HSC aus der Ratte eine 
Selbst-Limitierung der Konstrukte. Eine Kombination des Promoterfragmentes mit 
dem Gen für die HSV1tk könnte in humanen HSC jedoch zum gewünschten Effekt der 
HSC-spezifischen Apoptoseinduktion führen und damit eine mögliche Beladung der 
PLGA-Nanosphären für ein spezifisches targeting der aktivierten HSC darstellen.  
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Zusammenfassung 
 
Chronische Schädigungen der Leber führen durch Aktivierung von hepatischen 
Sternzellen (HSC) zur Leberfibrose und in finaler Konsequenz zur Leberzirrhose. Ein 
Entfernen der aktivierten HSC durch Apoptose führte bei experimentell induzierten 
Leberfibrosen zu einer Auflösung der Fibrose. Daher war das Ziel dieser Arbeit, 
spezifisch in aktivierten HSC durch Überexpression von pro-apoptotischen Proteinen 
Apoptose auszulösen. Dazu wurden die Gene für die pro-apoptotischen Proteine p53, 
Bax und HSV1tk unter die Kontrolle eines humanen CSRP2-Promotorfragementes 
kloniert und die so erhaltenen Genkassetten in replikationsdefiziente Adenoviren zur 
Infektion von HSC eingebracht. Es konnte in verschiedenen Assays gezeigt werden, 
dass das klonierte CSRP2-p53 Konstrukt in Ratten-HSC keine signifikante Apoptose 
auslösen kann. Möglicher Grund hierfür könnte die in dieser Arbeit mittels ver-
schiedener Reportergenassays gezeigte Selbst-Limitierung des Konstruktes sein. 
Eine weitaus drastischere Selbst-Limitierung konnte auch für das CSRP2-bax 
Konstrukt gezeigt werden. Darüber hinaus zeigt der hier dargestellte Homologie- und 
Expressions-Vergleich, dass das verwendete humane Promotorfragment in humanen 
HSC und solchen aus Ratten stark unterschiedlich reguliert und exprimiert wird. In 
Kooperation mit dem Lehrstuhl für Textilchemie und Makromolekulare Chemie der 
RWTH Aachen war das zweite Ziel dieser Arbeit die Analyse von mit Mannose 
6-Phosphat (M6P) Liganden beladenen Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA)-
Nanosphären als spezifisches delivery-System für aktivierte HSC. Es konnte gezeigt 
werden, dass die einer Ratte systemisch applizierten Nanosphären nach 24 Stunden 
in vivo hauptsächlich in Leber und Milz akkumulierten und nicht zu tödlichen Embolien 
führten. Dazu durchgeführte Expressionsanalysen des M6P/IGFII-Rezeptors ver-
schiedener Organe zeigten jedoch eine höhere Expression des Rezeptors in Herz und 
Muskel als in der Leber, so dass hier von einer rezeptor-unabhängigen Akkumulation 
der Sphären in der Leber ausgegangen werden muss. Mittels konfokaler Mikroskopie 
konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass die verwendeten Nanosphären in vitro 
von allen untersuchten Leberzelltypen aufgenommen wurden, bevorzugt jedoch von 
Kupffer-Zellen. Eine dazu durchgeführte Analyse der untersuchten Leberzelltypen auf 
Expression des M6P/IGFII-Rezeptors zeigte, dass der Rezeptor in allen Leber-
zelltypen nachgewiesen werden kann. Da weder in dieser Arbeit noch vom Hersteller 
der Nanosphären selbst ein zweifelsfreier Nachweis der Mannose 6-Phosphat-
Ligandenbeladung erbracht werden konnte, muss jedoch auch hier von einer 
unspezifischen, nicht rezeptorvermittelten Aufnahme ausgegangen werden. 
PLGA-Nanosphären können daher in vivo als mögliches Leber-delivery-System 
dienen, da sie dort nach systemischer Applikation akkumulieren und -in vitro- von 
allen Leberzelltypen aufgenommen werden. Mit dem verwendeten humanen CSRP2-
Promotorfragment kann möglicherweise in humanen HSC eine zelltypspezifische 
Genexpression erreicht werden, jedoch zeigen die Ergebnisse bei Verwendung des 
Promotorfragmentes aus der Ratte mit den Genen für die pro-apoptotischen Proteine 
p53 und Bax in HSC eine Selbst-Limitierung der Konstrukte. Eine Kombination des 
Promoterfragmentes mit dem Gen für die HSV1tk könnte in humanen HSC jedoch 
zum gewünschten Effekt der HSC-spezifischen Apoptoseinduktion führen und damit 
eine mögliche Beladung der PLGA-Nanosphären für ein spezifisches targeting der 
aktivierten HSC darstellen. 
164     
Summary 
 
Chronic injury of the liver leads to liver fibrosis by the activation of hepatic stellate cells 
(HSC) and in final consequence to liver cirrhosis. Removal of activated HSC by 
apoptosis precedes fibrosis resolution in experimental induced fibrosis. Thus the 
purpose of this work was to induce apoptosis by overexpression of pro-apoptotic 
proteins in activated HSC specifically. Therefore, the genes for the pro-apoptotic 
proteins p53, Bax and HSV1tk were cloned under the transcriptional control of a 
human CSRP2-promoter fragment. Those gene cassettes have been placed in 
replication deficient adenoviruses to infect HSC. In different assays it has been shown, 
that the cloned CSRP2-p53 construct could not induce a significant apoptosis in rat 
HSC. One possible reason for this could be the self-limitation of this construct, which 
was shown by different reporter gene assays in this thesis. An even more dramatic 
self-limitation was also shown for the CSRP2-bax construct. Furthermore, the 
comparison of homology and expression shows, that the human promoter fragment is 
highly differentially regulated and expressed in human HSC versus rat HSC. The 
second aim of this thesis was the analysis of Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) 
nanospheres with mannose 6-phosphate (M6P) ligands as a specific delivery-system 
for activated HSC in cooperation with the Department of Textile Chemistry and 
Macromolecular Chemistry of RWTH Aachen. It was shown, that in vivo systemically 
applicated nanospheres mainly accumulated in liver and spleen after 24 hours and did 
not cause lethal embolisms. Additionally performed analyses of the M6P/IGFII 
receptor expression in different organs however showed a higher expression of the 
receptor in heart and muscle cells than in the liver. Thus, the accumulation of the 
spheres in the liver seems not to be receptor mediated. Via confocal microscopy it 
was shown, that all types of liver cells incorporate the nanospheres in vitro, particularly 
the Kupffer cells. Yet there is no doubtless proof of the M6P ligand on the surface of 
the spheres, neither from the producer of the nanospheres nor in this thesis. 
Therefore, the observed effect seems to be an unspecific, non-receptor mediated 
incorporation in vitro, too.  
In conclusion, PLGA-nanospheres may serve as a liver specific delivery system in 
vivo, as they accumulate in liver after systemical application and are incorporated from 
every liver cell type in vitro. A HSC specific gene expression could be achieved with 
the studied human CSRP2 promoter fragment, but the results of different experiments 
with the p53 and bax genes under the transcriptional control of this promoter fragment 
showed a self-limitation of those constructs. However, a combination of this promoter 
fragment with the HSV1tk gene may lead to the intended specific induction of 
apoptosis in human HSC. This construct may therefore be a possible load for the 
PLGA-nanospheres for the specific targeting of activated HSC.  
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